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Resumo
Quando a pele sofre uma lesa˜o na sua estrutura que envolva um grau de destruic¸a˜o da
derme elevado, este o´rga˜o na˜o consegue reparar adequadamente o tecido afectado, dando ori-
gem a defeitos anato´micos, funcionais e este´ticos. O tratamento destas leso˜es com substitutos
de pele tem melhorado os resultados cl´ınicos obtidos, mas ha´ ainda muito a melhorar nas
terapias actuais. Neste trabalho foram desenvolvidas matrizes porosas destinadas a constituir
a componente de´rmica de um substituto tempora´rio de pele. Para tal, recorreu-se a` te´cnica
de electrofiac¸a˜o e a pol´ımeros biocompat´ıveis e biodegrada´veis − a gelatina e a policapro-
lactona − para produzir va´rias matrizes, de composic¸a˜o varia´vel, que posteriormente foram
reticuladas e caracterizadas de modo a avaliar o seu potencial em promover a regenerac¸a˜o da
derme. Esta caracterizac¸a˜o foi feita atrave´s da ana´lise morfolo´gica das matrizes por SEM, da
medic¸a˜o do seu aˆngulo de contacto, da ana´lise da sua composic¸a˜o qu´ımica por FTIR-ATR
e da avaliac¸a˜o das suas propriedades mecaˆnicas atrave´s de ensaios de tracc¸a˜o. A ana´lise
morfolo´gica das matrizes revelou que o processo de reticulac¸a˜o na˜o afecta significativamente
as fibras, originando matrizes com porosidades elevadas. A medic¸a˜o dos aˆngulos de contacto
permitiu concluir que a maioria das matrizes possui uma hidrofilicidade ideal para a poste-
rior adesa˜o a` pele. A ana´lise FTIR- ATR confirmou a presenc¸a de ambos os pol´ımeros nas
matrizes e que o processo de reticulac¸a˜o na˜o provoca alterac¸o˜es a n´ıvel da sua composic¸a˜o
qu´ımica. Os ensaios de tracc¸a˜o permitiram observar que o aumento da quantidade de gelatina
nas matrizes provoca um aumento da rigidez da matriz seca.
Palavras Chave: Pele; Electrofiac¸a˜o; Policaprolactona; Gelatina de Peixe de A´gua
Fria; Substituto De´rmico
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Abstract
When a skin lesion involves severe dermis destruction, this organ isn´t able to ade-
quately repair the damaged tissue, yielding anatomic, functional and esthetic defects. The
treatment of these lesions with skin substitutes has improved the clinical outcome, but there
is still a lot to improve in current therapies. In this work, porous scaffolds were developed
with the purpose of performing as the dermal component of a temporary skin substitute. For
this purpose, the electrospinning technique was used together with biocompatible and bio-
degradable polymers − gelatin and polycaprolactone − in order to obtain several scaffolds,
with different proportions, that were later cross-linked and characterized in order to assess
their potential to promote the dermis regeneration. This characterization was obtained th-
rough the morphological analysis of the scaffolds by SEM, the measurement of their contact
angle, the analysis of their chemical composition by FTIR-ATR, and the assessment of their
mechanical properties through tensile tests. The morphological analysis of the scaffolds reve-
aled that the cross-link process does not significantly affect the fibers, yielding highly porous
scaffolds. From the contact angle measurements, it was concluded that the majority of the
scaffolds possess an ideal hydrophilicity for skin adhesion. FTIR-ATR analysis confirmed the
presence of both polymers in the scaffolds and that the cross-linking process doesn´t change
its chemical composition. Tensile tests showed that an increase in the amount of gelatin in
the scaffolds causes an increase in the rigidity of the dry scaffold.
Keywords: Skin, Electrospinning, Polycaprolactone, Cold Water Fish Gelatin, Dermal
Substitute
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1
Introduc¸a˜o
1.1 Contextualizac¸a˜o
A pele e´ o maior o´rga˜o do corpo humano, abrangendo uma a´rea total de aproxima-
damente 2m2 [1]. Tem como principais func¸o˜es a regulac¸a˜o da temperatura e hidratac¸a˜o
corporal, actuando ainda como barreira protectora contra as agresso˜es exteriores. Como tal,
qualquer lesa˜o na sua estrutura deve ser reparada o mais ra´pido e eficientemente poss´ıvel.
Normalmente tem a capacidade, atrave´s de mecanismos pro´prios, de se regenerar de danos
cuja extensa˜o seja apenas ao n´ıvel da epiderme ou da parte mais superficial da derme. Con-
tudo, no caso de queimaduras profundas, em que esta´ envolvido um grau de destruic¸a˜o da
derme elevado, este o´rga˜o na˜o consegue reparar adequadamente o tecido afectado (uma vez
que, com a excepc¸a˜o do rebordo da ferida, deixa de existir fonte de ce´lulas que permita a
regenerac¸a˜o [2]) dando origem a defeitos, na˜o so´ a n´ıvel este´tico, mas tambe´m a n´ıvel fun-
cional. Esta situac¸a˜o pode, em alguns casos mais graves, levar a` morte do paciente [2]. As
queimaduras graves esta˜o entre os ferimentos f´ısicos mais complexos de tratar, uma vez que
ale´m de deixar o paciente com cicatrizes vis´ıveis deixam tambe´m sequelas psicolo´gicas dif´ıceis
de ultrapassar.
Actualmente, os auto-enxertos sa˜o os melhores substitutos para tratar estes casos.
Todavia, essa te´cnica nem sempre pode ser utilizada, particularmente em grandes a´reas de
superf´ıcie queimada, uma vez que nesses casos raramente esta´ dispon´ıvel uma quantidade
suficiente de pele para fazer um auto-enxerto e este procedimento implica a criac¸a˜o de novas
feridas. Existem substitutos que podem ser usados temporariamente para a cobertura da
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ferida, como e´ o caso dos aloenxertos e dos xenoenxertos 1. Pore´m, estas soluc¸o˜es apresentam
problemas, como a rejeic¸a˜o do enxerto, implicac¸o˜es e´ticas e culturais e a possibilidade da
transmissa˜o de doenc¸as [3]. Torna-se assim necessa´rio encontrar uma alternativa que contorne
estas condicionantes, uma vez que a partir do momento em que ocorre uma lesa˜o e´ vital
fornecer a` pele uma estrutura que mimetize a func¸a˜o de barreira da epiderme, ate´ que existam
condic¸o˜es para que esta seja regenerada. Contudo, a aplicac¸a˜o de tal estrutura isoladamente
acaba muitas vezes por na˜o ser suficiente para evitar a contracc¸a˜o excessiva da lesa˜o2. Uma
soluc¸a˜o para ultrapassar esse problema e´ associar a essa estrutura uma matriz de´rmica com as
caracter´ısticas f´ısicas e qu´ımicas necessa´rias para guiar a migrac¸a˜o e proliferac¸a˜o das ce´lulas
das zonas vizinhas da lesa˜o para a mesma, ate´ que a zona afectada tenha a capacidade de
produzir e manter a sua pro´pria matriz extra celular natural [4].
E´ neste contexto que se insere este trabalho, sendo o seu propo´sito desenvolver uma
matriz porosa cujo destino sera´ actuar como a componente de´rmica de um substituto de
pele. Este substituto encontra-se actualmente em desenvolvimento no GREAT - Grupo de
Engenharia de Tecidos - situado na Faculdade de Cieˆncias e Tecnologia da Universidade de
Lisboa.
Com base nesse projecto, este trabalho teve como prelu´dio o acompanhamento de parte
dos ensaios invivo de uma estudante de doutoramento do GREAT, a Mestre Susana Raquel
Rodrigues Gomes. Nestes ensaios foram implantadas matrizes electrofiadas de pol´ımeros
biocompat´ıveis e biodegrada´veis - a policaprolactona, a gelatina de peixe de a´gua fria e o
quitosano - em ratos Wistar, de modo a avaliar o potencial das mesmas na regenerac¸a˜o
da pele. Nas fases de implante, observou-se que as matrizes de gelatina mostravam uma
capacidade de adesa˜o a` ferida superior a`s matrizes dos outros dois pol´ımeros, na˜o existindo
necessidade de recorrer a suturas para as fixar na zona pretendida. Por outro lado, as matrizes
de policaprolactona na˜o aderiam por si so´, sendo necessa´rio sutura´-las a` pele. Contudo, ambas
as matrizes aparentam ter sido degradadas pelo organismo dos roedores, uma vez que nas fases
de colheita na˜o se observaram vest´ıgios de nenhuma das matrizes. Os resultados histolo´gicos,
derivados das bio´psias efectuadas nas zonas de implante, ainda na˜o esta˜o dispon´ıveis. Pore´m,
face aos resultados interme´dios promissores destes dois materiais, definiu-se como objectivo
deste trabalho recorrer a` te´cnica de electrofiac¸a˜o e a esses materiais (a policaprolactona e a
gelatina) para produzir novas matrizes e avaliar o seu potencial na promoc¸a˜o da regenerac¸a˜o
da derme.
Esta dissertac¸a˜o encontra-se dividida em quatro cap´ıtulos.
Este primeiro cap´ıtulo introduto´rio comec¸a por uma contextualizac¸a˜o do trabalho
desenvolvido, seguindo-se uma breve descric¸a˜o da estrutura anato´mica da pele e do papel
da engenharia de tecidos na resoluc¸a˜o dos problemas acima descritos, atrave´s da criac¸a˜o de
1um aloenxerto e´ um enxerto proveniente de um doador geneticamente diferente mas da mesma espe´cie,
enquanto que um xenoenxerto e´ proveniente de um dador de espe´cie diferente
2A contracc¸a˜o e´ uma das fases pela qual a pele passa durante a sua regenerac¸a˜o, contudo quando esta
ocorre durante demasiado tempo da´ origem a` perda de func¸o˜es e desfiguramento na zona da lesa˜o.
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substitutos de´rmicos. Sa˜o apresentados ainda alguns dos substitutos mais utilizados hoje em
dia e finaliza-se com a apresentac¸a˜o da te´cnica e dos pol´ımeros utilizados na produc¸a˜o das
matrizes.
No cap´ıtulo dois sa˜o descritos os materiais usados e todo o procedimento experimental,
desde os paraˆmetros usados na te´cnica de electrofiac¸a˜o para o fabrico das matrizes, ate´ a`
obtenc¸a˜o do produto final, sendo ainda exposto o processo de reticulac¸a˜o a que as matrizes
foram submetidas.
No terceiro cap´ıtulo comec¸a-se por expor o estudo de electrofiac¸a˜o pre´vio a` produc¸a˜o
das matrizes e os resultados dos testes efectuados a`s propriedades das soluc¸o˜es usadas. E´
apresentada tambe´m a ana´lise morfolo´gica das matrizes, os seus aˆngulos de contacto, a sua
caracterizac¸a˜o qu´ımica e os ensaios de tracc¸a˜o realizados.
O cap´ıtulo quatro encerra esta dissertac¸a˜o e nele sa˜o apresentadas as concluso˜es reti-
radas do trabalho realizado e perspectivas futuras relativamente ao mesmo.
Em apeˆndice a esta dissertac¸a˜o, encontra-se ainda uma descric¸a˜o mais aprofundada
dos ensaios in vivo acompanhados na fase inicial deste trabalho.
1.2 A pele
Este orga˜o e´ constitu´ıdo por treˆs camadas: epiderme, derme e hipoderme [5].
Figura 1.1: Esquema das treˆs camadas da pele (adaptado de [6])
E´ com estas camadas que o corpo humano conta para desempenhar func¸o˜es ba´sicas
como a regulac¸a˜o da temperatura e hidratac¸a˜o corporal, protecc¸a˜o contra bacte´rias e outros
microorganismos e reparac¸a˜o de traumas a n´ıvel cutaˆneo [7].
O primeiro contacto do nosso organismo com o meio ambiente que nos rodeia e´ feito
atrave´s da epiderme, uma estrutura constitu´ıda por uma fina camada de ce´lulas, maioritari-
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amente queratino´citos3 [7]. Esta camada possui apenas cerca de 0,1 a 0,2mm de espessura e
e´ atrave´s de outra estrutura, a membrana basal, que esta´ ligada a` camada seguinte, a derme
[6].
A membrana basal, com cerca de 20nm de espessura [8], ale´m de contribuir para as
propriedades estruturais da pele, controla ainda a passagem de ce´lulas e mole´culas bioacti-
vas entre as duas camadas vizinhas, sendo ainda capaz de se ligar a citocinas [9] (prote´ınas
de baixo peso molecular que participam no processo inflamato´rio de resposta do sistema
imunita´rio [10] e que esta˜o envolvidas no processo de remodelac¸a˜o e reparac¸a˜o da pele). A
epiderme esta´ ligada a esta membrana atrave´s de pontos de adesa˜o espec´ıficos, as hemides-
mossomas, enquanto que a ligac¸a˜o a` derme e´ feita atrave´s de fibrilhas circulares de colage´nio
tipo VII entrelac¸adas com fibrilhas de colage´nio tipo I e III [9].
A camada seguinte da pele, com uma espessura varia´vel consoante a zona, de apro-
ximadamente 2 a 5 mm [8], e´ a derme. E´ ela a responsa´vel pelas propriedades mecaˆnicas
da pele. Apesar de altamente vascularizada, esta camada e´ relativamente acelular, sendo
maioritariamente composta por uma estrutura de fibras de colage´nio entrelac¸adas com fibras
de elastina, fibronectina, glucosaminoglicanos, entre outros. Esta estrutura tem o nome de
matriz extracelular (ECM, do ingleˆs Extra celular matrix ) e e´ produzida e mantida por fi-
broblastos, o tipo de ce´lula maioritariamente presente na derme [5]. A ECM fornece suporte
estrutural e um ambiente prop´ıcio para a adesa˜o, migrac¸a˜o e proliferac¸a˜o das ce´lulas presentes
nos tecidos, contribuindo ainda para a regulac¸a˜o da actividade celular, uma vez que actua
tambe´m como reservato´rio de factores de crescimento 4, potenciando a sua bioactividade [11].
A camada mais profunda da pele, a hipoderme, separa a derme do tecido muscular
e e´ composta essencialmente por tecido adiposo bem vascularizado, contribuindo assim para
a regulac¸a˜o da temperatura corporal e tambe´m para as propriedades mecaˆnicas deste o´rga˜o
[5].
1.3 Engenharia de tecidos e o fabrico de matrizes
A engenharia de tecidos teve a sua ge´nese como uma sub-a´rea dos biomateriais, mas
veio a ganhar importaˆncia ao longo do tempo, sendo agora considerada uma a´rea no seu
todo. Ela combina, na mesma abordagem, ce´lulas, materiais biocompat´ıveis e factores bi-
oqu´ımicos e f´ısico-qu´ımicos. Estas componentes sa˜o trabalhadas em laborato´rio, recorrendo
a conhecimentos das a´reas da cieˆncia, engenharia e medicina, com o intuito de fabricar ma-
trizes que permitam reparar ou substituir tecidos ou o´rga˜os. Uma matriz que tenha a func¸a˜o
de estimular a regenerac¸a˜o de um tecido ou orga˜o, deve possuir a capacidade de suportar
a adesa˜o, diferenciac¸a˜o e proliferac¸a˜o celular in vitro, capacidade essa que deve poder ser
posteriormente replicada in vivo [12].
A n´ıvel da sua arquitectura, uma matriz deve ser fabricada de modo a possuir uma
3ce´lulas responsa´veis pela coesa˜o da estrutura em causa e pela func¸a˜o de barreira que a pele providencia
contra agresso˜es ambientais externas [5]
4substaˆncias essenciais para a comunicac¸a˜o intercelular e estimulac¸a˜o da proliferac¸a˜o celular
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porosidade que permita a vascularizac¸a˜o e transporte de nutrientes atrave´s desta, assim como
permitir a proliferac¸a˜o celular de modo a facilitar a integrac¸a˜o com o tecido hospedeiro apo´s
a sua implantac¸a˜o. Contudo, esta porosidade deve ser criada de modo a na˜o comprometer
significativamente a estabilidade mecaˆnica da matriz, uma vez que as propriedades mecaˆnicas
desta devem idealmente aproximar-se das do tecido hospedeiro [11].
No fabrico de uma matriz e´ essencial a escolha de materiais adequados. Entre as
caracter´ısticas desejadas nesses materiais, encontram-se:
• a biocompatibilidade - na˜o provocar qualquer tipo de resposta negativa, por parte do
tecido hospedeiro, relativamente aos materiais ;
• a bioactividade - possuir uma composic¸a˜o qu´ımica adequada de modo a promover o
bom funcionamento e adesa˜o das ce´lulas;
• a biodegradabilidade - deve existir sincronizac¸a˜o entre a velocidade de degradac¸a˜o dos
materiais e a velocidade de substituic¸a˜o dos mesmos por tecido natural, produzido pelas
ce´lulas do nosso corpo, sendo o suporte f´ısico da matriz mantido apenas ate´ que o tecido
regenerado tenha integridade suficiente para se suportar a si pro´prio [12];
• a na˜o citotoxicidade - os produtos resultantes da degradac¸a˜o do material, ale´m de na˜o
poderem obviamente ser to´xicos para o ser humano, devem ser excretados de forma
natural pelo organismo [13].
Os pol´ımeros, como material usado para fabrico de matrizes, teˆm sido alvo de atenc¸a˜o
por parte da engenharia de tecidos, devido a` sua facilidade de processamento, controlo da
taxa de degradac¸a˜o e biocompatibilidade [14]. Existem dois tipos de pol´ımeros, sinte´ticos e
naturais. A maioria dos pol´ımeros sinte´ticos, como o PGA, PLA, PLGA, PVP e PCL, ale´m
de possu´ırem boas propriedades mecaˆnicas, sa˜o degradados por hidro´lise e pouco sens´ıveis aos
processos enzima´ticos, assegurando que a degradac¸a˜o na˜o varie de um paciente para outro
[13]. Os pol´ımeros de origem natural incluem prote´ınas de matrizes extra celulares naturais,
como colage´nio, glicosaminoglicanos e quitosano. Apesar de simularem o ambiente celular
nativo dos tecidos, os pol´ımeros de origem natural possuem a desvantagem de terem pobres
propriedades mecaˆnicas [14].
1.4 Substitutos de´rmicos
Partindo dos princ´ıpios acima descritos, a engenharia de tecidos ja´ deu origem ao
lanc¸amento no mercado de alguns substitutos de´rmicos. De seguida e´ apresentada uma breve
descric¸a˜o de alguns dos mais utilizados.
1.4.1 Allodermr
O Allodermr (figura 1.2 a) e b)) e´ uma matriz de´rmica acelular de origem humana.
Assemelha-se a um aloenxerto de cada´ver, mas processado de modo a remover a compo-
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nente celular, inclusive a epiderme, evitando assim as complicac¸o˜es imunolo´gicas associadas
a enxertos de´rmicos que conteˆm ce´lulas do dador [15]. A membrana basal, assim como a
ECM, sa˜o preservadas de modo a suportar a infiltrac¸a˜o de fibroblastos na matriz e permitir
a neovascularizac¸a˜o e epitelizac¸a˜o da mesma [16].
Contudo, apesar de no seu processamento a matriz Allodermr se tornar acelular, esta
na˜o deixa de ter origem humana, sendo que tal facto tem um risco associado de transmissa˜o
de doenc¸as infecciosas. Ale´m disso, na aplicac¸a˜o desta matriz, que e´ por si so´ considerada
um procedimento ciru´rgico, e´ vulgarmente necessa´rio um segundo procedimento, que implica
a remoc¸a˜o e aplicac¸a˜o de um enxerto de pele de espessura fina do pro´prio paciente5 [18] de
modo a permitir a cicatrizac¸a˜o total da ferida.
1.4.2 Integra Dermal Regeneration Templater
O Integra Dermal Regeneration Templater (figura 1.2 c) e d)) e´ um substituto de´rmico
bi-camada com uma matriz feita de colage´nio tipo I de origem bovina e um glucosaminoglicano
(sulfato de condroitina) derivado de cartilagem de tubara˜o [19]. Esta matriz esta´ acoplada a
uma camada fina de silicone, que tem como objectivo proteger a lesa˜o contra bacte´rias e a
perda de humidade durante a fase inicial de regenerac¸a˜o da pele. Assim que a matriz esteja
vascularizada e a derme em processo de regenerac¸a˜o, esta camada e´ removida, normalmente
ao fim de duas a treˆs semanas [15].
Contudo, apo´s a remoc¸a˜o da camada de silicone, este substituto necessita, como o
Allodermr, de um segundo procedimento para a aplicac¸a˜o de um enxerto de pele de espessura
fina de modo a cobrir a derme rece´m-formada [19]. Uma vez que na˜o inclui componentes de
origem humana, o Integra Dermal Regeneration Templater, ao contra´rio do Allodermr, na˜o
apresenta risco de transmissa˜o de doenc¸as contagiosas entre humanos, como a Hepatite B e
o HIV. Contudo, as componentes de origem bovina introduzem o risco, apesar de mı´nimo,
de transmissa˜o de doenc¸as prio´nicas, como a BSE (encefalopatia espongiforme bovina).
Apesar das desvantagens referidas, este substituto e´ dos mais utilizados pelos ci-
rurgio˜es uma vez que a pele regenerada apresenta bons resultados a n´ıvel este´tico e funcional
[15].
5uma camada fina de pele, colhida de modo a conter apenas a epiderme e parte da derme. Apo´s a colheira,
essa camada e´ normalmente expandida, recorrendo a um instrumento que efectua pequenos orif´ıcios ao longo
do enxerto. Esta expansa˜o permite que um enxerto de pequena dimensa˜o, consiga um aumento de superf´ıcie
em me´dia de 50% relativamente a` recolhida [17].
6
CAPI´TULO 1. INTRODUC¸A˜O
Figura 1.2: Substitutos de´rmicos - Aspecto dos substitutos: a)Allodermr c)Integrar
e)Matridermr - Imagens de SEM: b)Allodermr d)Integrar f)Matridermr
1.4.3 Matridermr
O Matridermr (figura 1.2 e) e f))e´ tambe´m uma matriz acelular, composta por fibras
de colage´nio tipo I, III e V , cobertas com elastina. Ambas as componentes sa˜o de origem
bovina.
A natureza porosa deste substituto e´ condic¸a˜o essencial para estrutura de suporte a`
proliferac¸a˜o de fibroblastos e penetrac¸a˜o de capilares sangu´ıneos[20].
Ao contra´rio do Integra Dermal Regenerarion Templater, o Matridermr evita o
tempo de espera entre a colocac¸a˜o do substituto e a remoc¸a˜o da camada de silicone, per-
mitindo, como o Allodermr, a colocac¸a˜o na hora do enxerto de pele de espessura parcial
necessa´rio para a correcta e total cicatrizac¸a˜o da ferida [21]. Contudo, uma vez que os seus
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componentes tambe´m sa˜o de origem bovina, o Matriderm apresenta o mesmo risco de trans-
missa˜o de doenc¸as que os restantes substitutos compostos por materiais com a mesma origem
[15].
1.5 Produc¸a˜o de uma matriz de´rmica
Va´rios estudos revelam que a partir dos 65/70 anos, a efica´cia inata do ser humano no
processo de reparac¸a˜o de feridas cro´nicas sofre um decl´ınio, demorando mais tempo ate´ atin-
gir a regenerac¸a˜o total e aumentando a frequeˆncia de infecc¸o˜es resultantes da ferida [22, 23].
Considerando o envelhecimento mundial da populac¸a˜o, aliado ao nu´mero de v´ıtimas que di-
ariamente sofre queimaduras profundas e traumatismos na pele, gera-se uma necessidade
cont´ınua para o desenvolvimento de te´cnicas que possibilitem a criac¸a˜o de novos e melho-
rados substitutos para a regenerac¸a˜o da pele. Na criac¸a˜o destes substitutos, deve ser dada
prefereˆncia aos que se obteˆm de processos simples mas eficazes, de modo a que o seu custo
permita a sua disponibilidade ao maior nu´mero poss´ıvel de pessoas [24].
Hoje em dia existem ja´ va´rias te´cnicas de criac¸a˜o de matrizes, sendo que cada uma
delas e´ escolhida tendo em conta as func¸o˜es que a matriz vira´ a desempenhar depois de
implantada e a composic¸a˜o do pol´ımero escolhido [12]. Uma dessas te´cnicas, e a escolhida
para a realizac¸a˜o deste trabalho, e´ a electrofiac¸a˜o. Para a implementac¸a˜o desta te´cnica sa˜o
precisos os materiais que sera˜o parte constituinte da matriz. Tendo em conta as propriedades
de ambos, escolheu-se uma combinac¸a˜o de um pol´ımero sinte´tico, a policaprolactona, com
um pol´ımero natural, a gelatina de peixe de a´gua fria.
1.6 Electrofiac¸a˜o
A electrofiac¸a˜o e´ uma te´cnica de simples utilizac¸a˜o e eficaz para a produc¸a˜o de matrizes
que na˜o requer equipamento sofisticado e permite o controlo do diaˆmetro das fibras produzidas
(da ordem dos nano´metros ate´ alguns micro´metros), uma vez que o alongamento das mesmas
e´ conseguido pela aplicac¸a˜o de um campo ele´ctrico externo [25].
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Figura 1.3: Montagem experimental da te´cnica de electrofiac¸a˜o [26]
Para a execuc¸a˜o desta te´cnica coloca-se, em primeiro lugar, uma soluc¸a˜o polime´rica
numa seringa contendo na sua extremidade uma agulha. A bomba infusora permite controlar
o fluxo cont´ınuo de soluc¸a˜o a` sa´ıda da agulha; empurrando o eˆmbolo da seringa forc¸a-se a
sa´ıda da soluc¸a˜o da seringa e forma-se uma gota na ponta da agulha. Ao aplicar uma tensa˜o
na agulha, eleva-se o potencial electrosta´tico da gota e as cargas induzidas distribuem-se
uniformemente a` superf´ıcie. A gota sofre enta˜o o efeito: das forc¸as electrosta´ticas de repulsa˜o
entre as cargas superficiais e da forc¸a de Coulomb do campo ele´ctrico externo (gerado entre
a ponta da agulha e o colector de potencial zero que se encontra a uma dada distaˆncia da
mesma), formando-se e alongando-se o cone de Taylor (a gota na ponta da agulha adquire uma
forma co´nica). A partir de um determinado valor de campo ele´ctrico, as forc¸as electrosta´ticas
repulsivas induzidas na gota superam a tensa˜o superficial da soluc¸a˜o polime´rica e um jacto e´
enta˜o projectado da ponta do cone de Taylor em direcc¸a˜o ao colector. O jacto e´ continuamente
alongado devido a` repulsa˜o entre as cargas ele´ctricas transportadas. A` medida que o solvente
se evapora, a soluc¸a˜o vai solidificando. Finalmente, da´-se a sua deposic¸a˜o no colector obtendo-
se uma matriz de nanofibras dispostas aleatoriamente [25].
O recurso a` electrofiac¸a˜o para fabricar matrizes para engenharia de tecidos oferece
va´rias vantagens, entre elas:
• a facilidade de alterac¸a˜o de paraˆmetros como o campo ele´ctrico, distaˆncia ao colector e
fluxo de sa´ıda da soluc¸a˜o, permite produzir fibras extremamente finas e gerar matrizes
com propriedades geome´tricas e estruturais que oferecem o potencial para replicar a
dimensa˜o estrutural da ECM nativa de uma grande variedade de tecidos e o´rga˜os.
• as matrizes produzidas providenciam microestruturas altamente porosas com poros in-
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terconectados e um ra´cio a´rea de superf´ıcie/volume extremamente grande, o que e´
favora´vel para o crescimento de tecido [24].
1.7 Materiais
1.7.1 Policaprolactona
A poly(-caprolactona), ou simplesmente policaprolactona, cuja fo´rmula molecular e´
(C6H10O2)n, e´ um polie´ster obtido atrave´s da polimerizac¸a˜o do mono´mero -caprolactona
por abertura do seu anel c´ıclico [12].
Figura 1.4: Polimerizac¸a˜o da policaprolactona a partir da -caprolactona [27]
E´ um pol´ımero sinte´tico de custo reduzido, biocompat´ıvel e bioassimila´vel, cuja aplicac¸a˜o
na engenharia de tecidos ja´ tem vindo a ser estudada desde os anos 70 [24] visto apresentar
vantagens em relac¸a˜o a outros bio pol´ımeros utilizados na e´poca, tal como a facilidade de
fabrico e de moldagem consoante a necessidade. O ponto de fusa˜o deste pol´ımero situa-se
entre os 55 e os 60oC [28] e, sendo um pol´ımero sinte´tico, a sua natureza semi-cristalina e
hidrofo´bica atribui-lhe uma taxa de degradac¸a˜o mais lenta do que os pol´ımeros naturais [29].
Este tempo de degradac¸a˜o e´ de cerca de dois anos [30], facto pelo qual foi originalmente
utilizado em dispositivos de libertac¸a˜o controlada de fa´rmacos que permanecessem activos
no organismo por um tempo superior a um ano, e em materiais de sutura de degradac¸a˜o
lenta. O PCL apresenta ainda propriedades reolo´gicas e viscoela´sticas que permitem a sua
utilizac¸a˜o em va´rias te´cnicas de fabrico de matrizes, incluindo a electrofiac¸a˜o [28].
Desde a de´cada passada, a investigac¸a˜o baseada neste pol´ımero tem vindo a aumen-
tar devido a` sua versatilidade, revelando-se promissor para aplicac¸o˜es me´dicas futuras, como
suturas, vasos sangu´ıneos artificiais, dispositivos de libertac¸a˜o controlada de fa´rmacos, subs-
titutos o´sseos e revestimento de feridas [12].
1.7.2 Gelatina
Sendo um material de origem natural e como tal biocompat´ıvel e bioassimila´vel, a
gelatina tem sido bastante utilizada na engenharia de tecidos uma vez que tem um custo
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relativamente baixo [31].
O colage´nio, a principal prote´ına estrutural encontrada na ECM, e´ rico em sequeˆncias
arginina-glicina-a´cido aspa´rtico (RGD) [32]. As sequeˆncias RGD sa˜o pontos de adesa˜o es-
pec´ıficos das integrinas (mole´culas de adesa˜o celular que auxiliam na ligac¸a˜o entre ce´lulas e
tambe´m na ligac¸a˜o destas a` ECM) presentes na membrana celular. Se esta sequeˆncia esti-
ver acoplada a uma superf´ıcie so´lida, faz com que as ce´lulas adiram a` mesma [33]. Na sua
constituic¸a˜o, a gelatina possui as sequeˆncias RGD do colage´nio, fazendo-a altamente eficaz
na adesa˜o celular [34].
Sabe-se ainda que uma estrutura de nanofibras de gelatina, fabricada pela te´cnica de
electrofiac¸a˜o, pode aumentar a proliferac¸a˜o e adesa˜o celular [35].
Ultimamente tem sido dada especial atenc¸a˜o a` utilizac¸a˜o de gelatina proveniente de
peixe, em vez da habitualmente gelatina de origem mamı´fera. A principal diferenc¸a entre
estas duas e´ a temperatura de gelificac¸a˜o. Na gelatina de peixe, esta temperatura e´ muito
mais baixa, permitindo assim o processamento do material a` temperatura ambiente [36].
1.7.3 Combinac¸a˜o PCL/gelatina
Como ja´ referido, a maioria dos pol´ımeros sinte´ticos oferece boas propriedades mecaˆnicas
e uma taxa de degradac¸a˜o lenta. Contudo, faltam-lhes locais de reconhecimento celular, como
e´ o caso do complexo RGD. As matrizes preparadas exclusivamente com pol´ımeros sinte´ticos
revelam frequentemente pobre adesa˜o e proliferac¸a˜o a n´ıvel celular. Ja´ a maioria dos pol´ımeros
naturais mostram excelente afinidade celular devido a` presenc¸a de componentes da ECM, mas
teˆm ma´s propriedades mecaˆnicas [37].
O conceito de misturar gelatina com outros pol´ımeros sinte´ticos, como e´ o caso do
PCL, e´ uma aproximac¸a˜o que pode na˜o so´ reduzir o potencial problema de citotoxinas, como
resultado de usar um reagente qu´ımico de reticulac¸a˜o (para uma aplicac¸a˜o biome´dica de
longo prazo, uma estrutura deste ge´nero tem de ser reticulada uma vez que este tratamento
permite melhorar tanto a resisteˆncia a` agua como a performance termomecaˆnica da gela-
tina [38]), mas tambe´m oferecer uma soluc¸a˜o para ultrapassar ambas as desvantagens de
pol´ımeros sinte´ticos e naturais, produzindo um novo material com boa biocompatibilidade e
propriedades mecaˆnicas e f´ısico-qu´ımicas melhoradas [31].
Zhang et al. [31], testaram uma matriz compo´sita de PCL/gelatina (com concen-
trac¸o˜es iguais de ambos os pol´ımeros) produzida por electrofiac¸a˜o, com o objectivo de poten-
ciar e expandir o potencial de aplicac¸o˜es da gelatina em matrizes para engenharia de tecidos.
Verificaram, atrave´s de estudos de bioactividade e biocompatibilidade, que a matriz compo´sita
exibe na˜o so´ uma o´ptima capacidade como matriz para migrac¸a˜o celular como tambe´m per-
mite a penetrac¸a˜o ou infiltrac¸a˜o celular dentro da estrutura fibrosa de gelatina/PCL . Os
investigadores referem que esse facto e´ devido essencialmente a dois factores:
• a dissoluc¸a˜o da componente gelatina da matriz durante a cultura celular, criando assim
mais espac¸o para a migrac¸a˜o celular em vez de as ce´lulas aderirem somente a` superf´ıcie
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da matriz de PCL.
• o facto de matriz estudada revelar boas propriedades de elongac¸a˜o e deformac¸a˜o, sendo
que estas propriedades mecaˆnicas favora´veis providenciam a facilidade de abertura de
espac¸os para penetrac¸a˜o celular a n´ıveis mais profundos da matriz.
As vantagens de uma matriz deste ge´nero, destacadas por estes investigadores, passam
ainda pelo facto de que a introduc¸a˜o do pol´ımero natural no PCL providenciar uma melhoria
na hidrofilicidade e afinidade celular devido a` constante libertac¸a˜o de mole´culas de gelatina
da matriz, criando assim um ambiente favora´vel a` adesa˜o celular e proliferac¸a˜o.
Outros estudos [39], [37], aproveitaram o potencial desta matriz compo´sita e decidi-
ram testar as vantagens da combinac¸a˜o destes dois materiais mas em concentrac¸o˜es diferentes.
Esses estudos confirmaram que a te´cnica de produc¸a˜o destas matrizes (electrofiac¸a˜o) se re-
vela eficiente na modificac¸a˜o das matrizes constitu´ıdas somente por PCL. As propriedades
mecaˆnicas e a hidrofilicidade do PCL, (factores cruciais no uso destas matrizes como substrato
para cultura in vitro) foram afectadas positivamente pela introduc¸a˜o da gelatina nas matri-
zes. Ghasemi-Mobarakeh et al [39], analisaram estas matrizes do ponto de vista qu´ımico, por
FTIR, sendo revelada a presenc¸a de grupos amida e grupos carbonilo, indicadores que per-
mitem concluir que ambos os pol´ımeros esta˜o presentes. Este grupo de investigac¸a˜o concluiu
ainda que a introduc¸a˜o da gelatina potencia a interacc¸a˜o das ce´lulas com a matriz atrave´s da
agregac¸a˜o de mole´culas que favorecem a adesa˜o celular, permitindo que as ce´lulas consigam
exercer forc¸as de interacc¸a˜o maiores com a matriz, factor obrigato´rio na mobilidade celular.
Um grupo de investigadores turcos [40], estudou o comportamento celular numa ma-
triz compo´sita de nanofibras de PCL/gelatina (em proporc¸o˜es iguais) e verificaram que esta
matriz, ale´m de revelar uma porosidade adequada para aplicac¸o˜es em engenharia de tecidos,
provou ser um suporte eficiente a` proliferac¸a˜o de fibroblastos de rato durante o per´ıodo de
cultura celular.
Chong et al [24] realizaram tambe´m um estudo partindo de um dos requisitos da
engenharia de tecidos, em que a criac¸a˜o de substitutos de pele deve assentar numa matriz
biocompat´ıvel e bioassimila´vel atrave´s da qual os fibroblastos possam migrar e consequente-
mente povoar. Nesse estudo, associou-se a um dispositivo me´dico presente no mercado para
revestimento e protecc¸a˜o de feridas feito de poliuretano, o Tegadermr, uma matriz compo´sita
de PCL/gelatina, em proporc¸o˜es iguais, fiando a matriz directamente em cima do dispositivo
atrave´s da te´cnica de eletrofiac¸a˜o. Esta associac¸a˜o foi feita com vista a melhorar o potencial
deste dispositivo, tornando-o num auxiliar a` regenerac¸a˜o de´rmica que ao mesmo tempo pro-
tege a lesa˜o durante a sua regenerac¸a˜o. Este estudo refere ainda a vantagem de que a te´cnica
de produc¸a˜o utilizada permite obter matrizes que se assemelham a` ECM natural da pele,
sendo que a ana´lise morfolo´gica da matriz revelou porosidade adequada para um substituto
de´rmico e, tal como o estudo de Zhang et al. [31], Chong et al [24] conclui que esta matriz
se revela um bom suporte para a proliferac¸a˜o celular, neste caso, de fibroblastos humanos de
origem de´rmica.
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Estas propriedades u´nicas das matrizes obtidas a partir da combinac¸a˜o de nanofibras
de PCL e de gelatina requerem enta˜o especial atenc¸a˜o devido ao seu potencial para a criac¸a˜o
de ana´logos de´rmicos na assisteˆncia a` regenerac¸a˜o da pele.
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Materiais e me´todos
2.1 Soluc¸o˜es
A produc¸a˜o das matrizes iniciou-se com a preparac¸a˜o das soluc¸o˜es polime´ricas. Ambos
os pol´ımeros, o PCL (massa molecular Mn = 70-90kg/mol) e a gelatina de peixe de a´gua fria
(massa molecular Mn = 60kg/mol), foram adquiridos a` Sigma-Aldrich. O solvente usado foi
o a´cido ace´tico glacial (grau de pureza ≥ 99.7%), adquirido a` Panreac. Todos os materiais
foram usados como recebidos do fabricante, sem nenhum tipo de processamento pre´vio.
2.1.1 Preparac¸a˜o das soluc¸o˜es
Neste trabalho foram produzidas sete soluc¸o˜es diferentes:
• Cinco destas soluc¸o˜es (cuja composic¸a˜o detalhada se encontra na tabela 2.1) sa˜o usadas
individualmente, cada uma delas para obter uma matriz de composic¸a˜o diferente. Elas
foram obtidas dissolvendo quantidades varia´veis de PCL e de gelatina num solvente
contendo 95% de a´cido ace´tico glacial e 5% de a´gua destilada.
• As outras duas soluc¸o˜es sa˜o usadas em conjunto, de modo a obter uma matriz h´ıbrida
constitu´ıda por dois tipos de nanofibras de pol´ımeros diferentes. Uma das soluc¸o˜es
e´ composta por 21% de gelatina dissolvida em a´cido ace´tico a 95% (designada por
S21Gel) e a outra por 18% de PCL dissolvido em a´cido ace´tico a 96% (designada
S18PCL).
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Tabela 2.1: Composic¸a˜o das soluc¸o˜es
Soluto (20%) Solvente (80%)
Designac¸a˜o PCL Gelatina A´cido Ace´tico A´gua destilada
( % soluto) ( % soluto) ( % solvente) ( % solvente)
S90:10 90 10
S70:30 70 30
S50:50 50 50 95 5
S30:70 30 70
S10:90 10 90
Todas as percentagens referentes a`s soluc¸o˜es sa˜o percentagens ma´ssicas (w/w).
Em todas as soluc¸o˜es, o processo de preparac¸a˜o foi ideˆntico. Sabendo de antema˜o
as quantidades, a adic¸a˜o dos constituintes de cada soluc¸a˜o seguiu sempre a mesma ordem:
primeiro a a´gua, seguido do a´cido ace´tico, e por fim o(s) pol´ımero(s).
As soluc¸o˜es preparadas eram posteriormente dispostas num agitador magne´tico de um
dia para o outro, de modo a garantir a dissoluc¸a˜o total do(s) pol´ımeros.
Todas as soluc¸o˜es foram utiizadas num per´ıodo de 24h apo´s a sua produc¸a˜o, de modo
a evitar a degradac¸a˜o do(s) pol´ımero(s).
Inicialmente, durante o processo de fiac¸a˜o das soluc¸o˜es que continham os dois pol´ımeros,
verificou-se que, juntamente com as nanofibras, eram tambe´m depositados pequenos aglo-
merados de pol´ımero que na˜o eram vis´ıveis na soluc¸a˜o. De modo a resolver este problema,
adicionou-se um procedimento pre´vio a` fiac¸a˜o: submeter as soluc¸o˜es a um banho de ultrasons.
Analisando ao microsco´pio o´ptico a morfologia das fibras obtidas apo´s este procedimento, foi
detectado que as fibras com maior proporc¸a˜o de PCL sofriam uma reduc¸a˜o de diaˆmetro su-
perior ao sofrido pelas fibras com maior proporc¸a˜o de gelatina. Assim, apo´s alguns testes
e de modo a uniformizar os diaˆmetros obtidos para as fibras das cinco matrizes, a durac¸a˜o
desse banho foi definida consoante a concentrac¸a˜o dos pol´ımeros. Portanto, para as soluc¸o˜es
S90:10, S70:30, S50:50, S30:70, S10:90, definiu-se um banho de ultrasons de 2h, 2h30, 3h,
3h30 e 4h, respectivamente.
2.1.2 Caracterizac¸a˜o das soluc¸o˜es
De modo a avaliar a forma como as propriedades das soluc¸o˜es afectam a qualidade das
matrizes obtidas, foram efectuados testes a` condutividade, viscosidade e tensa˜o superficial de
todas as soluc¸o˜es.
2.1.2.1 Condutividade
A condutividade e´ um dos paraˆmetros que regula a estabilidade do jacto no processo
de electrofiac¸a˜o e consequentemente a morfologia e diaˆmetro das fibras obtidas neste processo.
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Figura 2.1: Aspecto final das soluc¸o˜es PCL:Gelatina
A condutividade de uma soluc¸a˜o representa a facilidade com que esta e´ capaz de
conduzir corrente ele´ctrica e e´ func¸a˜o da quantidade de io˜es presentes na soluc¸a˜o. Quando uma
diferenc¸a de potencial e´ aplicada a uma determinada quantidade de soluc¸a˜o, a intensidade de
corrente que flui por essa soluc¸a˜o sera´ proporcional a` condutividade. Deste modo, soluc¸o˜es
com elevada condutividade sera˜o submetidas a uma forc¸a electroesta´tica repulsiva maior do
que soluc¸o˜es de baixa condutividade, provocando um maior estiramento 1 do jacto durante a
formac¸a˜o das fibras, obtendo-se assim fibras mais finas [41].
Figura 2.2: Aparelho de medic¸a˜o da condutividade utilizado(retirado do manual do
fabricante, dispon´ıvel em: http://www.hannacom.pt. Consultado a: 20/09/2012)
A condutividade das soluc¸o˜es foi medida com um medidor de condutividade (modelo
HI 4521 - HANNA instruments).
Foram efectuadas treˆs medic¸o˜es a cada soluc¸a˜o. Previamente a cada medic¸a˜o, a sonda
foi mergulhada em a´gua ultra pura de modo a eliminar eventuais impurezas presentes no seu
1O estiramento e´ o processo de alongamento que o jacto sofre desde a ponta da agulha ate´ ao colector
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sensor. Todas as medic¸o˜es foram feitas com as soluc¸o˜es a uma temperatura de 24oC.
2.1.2.2 Tensa˜o superficial
A tensa˜o superficial e´ uma propriedade dos fluidos e tal como o nome indica, refere-se
a` tensa˜o na camada superficial de um fluido.
Entre duas mole´culas vizinhas, existem sempre forc¸as de atracc¸a˜o. No interior de um
fluido, essas forc¸as encontram-se em equil´ıbrio uma vez que cada mole´cula e´ atra´ıda em todas
as direcc¸o˜es pelas mole´culas vizinhas. Contudo, as mole´culas a` superf´ıcie de um fluido apenas
partilham forc¸as de atracc¸a˜o com as mole´culas interiores, gerando uma tensa˜o que faz com
que a superf´ıcie do fluido adquira uma forma curva [41]. Durante o processo de electrofiac¸a˜o,
quando uma gota de soluc¸a˜o e´ sujeita a um campo ele´ctrico, a sua tensa˜o superficial actua
em oposic¸a˜o a`s forc¸as electrosta´ticas repulsivas induzidas na gota, formando-se o ja´ referido
cone de Taylor. Esta tensa˜o revela-se um paraˆmetro de interesse, uma vez que durante o
processo de electrofiac¸a˜o pode influenciar o diaˆmetro das fibras e o aparecimento de contas
ao longo das mesmas.
(a) Sistema O´ptico Cam100 (b) Tensio´metro
Sigma702
(c) Software Cam2008
Figura 2.3: Sistema de medic¸a˜o da tensa˜o superficial (figura 2.3(b) retirada do manual
do fabricante, dispon´ıvel em: http://www.attension.com/. Consultado a: 20/09/2012
A medic¸a˜o da tensa˜o superficial foi efectuada no Departamento de Qu´ımica, num
gonio´metro constitu´ıdo por um sistema o´ptico (modelo Cam100) e um software de captura
de imagem (Cam2008), ambos do fabricante KSV instruments.
Foram efectuadas cinco medic¸o˜es de tensa˜o superficial a cada soluc¸a˜o, usando uma
seringa de 1ml (B|Braun) com uma agulha de calibre 23 acoplada. O me´todo de medic¸a˜o
consistiu na colocac¸a˜o da seringa com soluc¸a˜o polime´rica no sistema o´ptico e provocar a
formac¸a˜o de uma gota na ponta da agulha. Atrave´s do software, essa gota e´ enta˜o analisada
e calculada a tensa˜o superficial. Para proceder a esse ca´lculo, e´ preciso introduzir no software
a densidade da soluc¸a˜o a analisar. De modo a obter esse valor, utilizou-se um tensio´metro
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(modelo sigma702 - KSV instruments), no qual uma pequena esfera de vidro e´ submersa na
soluc¸a˜o, sendo automaticamente calculada a densidade da mesma.
2.1.2.3 Viscosidade
A viscosidade esta´ relacionada com o modo como as cadeias moleculares dos pol´ımeros
numa soluc¸a˜o interagem entre si. E´ este cruzamento que permite o alongamento do jacto
sem interrupc¸o˜es e consequentemente a qualidade das fibras obtidas. Numa soluc¸a˜o, o peso
molecular e a concentrac¸a˜o e natureza dos pol´ımeros inclu´ıdos determinam o valor da sua
viscosidade. Quanto maiores, maior a viscosidade da soluc¸a˜o.
Soluc¸o˜es demasiado viscosas tornam-se dif´ıceis de extrair (pelo campo ele´ctrico) e de
estirar (pelas cargas transportadas) da agulha. Contudo, fibras derivadas de soluc¸o˜es com
uma viscosidade demasiado baixa teˆm tendeˆncia a apresentar contas ao longo da sua extensa˜o
[41]. Um equil´ıbrio na viscosidade da soluc¸a˜o e´ enta˜o uma condic¸a˜o necessa´ria para o processo
de electrofiac¸a˜o.
Figura 2.4: Reo´metro rotacional Bohlin Gemini HR nano. (Retirado do manual do
fabricante, dispon´ıvel em: http://www.malvern.com/. Consultado a: 21/09/2012)
A reologia das soluc¸o˜es foi avaliada nas instalac¸o˜es do CENIMAT/I3N, num reo´metro
rotacional (modelo Bohlin Gemini HR nano - Malvern instruments), com uma geometria
”cone e prato”de diaˆmetro 40mm e aˆngulo de 2o. Neste reo´metro, a soluc¸a˜o e´ colocada entre
um prato fixo e um cone. A rotac¸a˜o desse cone com uma determinada velocidade angular
faz com que a soluc¸a˜o seja sujeita a um escoamento de Couette 2, permitindo que o reo´metro
calcule a sua viscosidade consoante a tensa˜o de corte a que esta´ sujeita.
Os ensaios foram efectuados a uma temperatura de 25oC.
2Na dinaˆmica de fluidos, o escoamento de Couette refere-se ao fluxo laminar de um fluido viscoso, no espac¸o
entre dois pratos paralelos, um dos quais se encontra em movimento relativamente ao outro
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2.2 Produc¸a˜o das matrizes
2.2.1 Montagem experimental
Consoante o tipo de matriz, foram utilizadas duas configurac¸o˜es de electrofiac¸a˜o dife-
rentes.
Matrizes PCL:Gelatina
Na produc¸a˜o das matrizes simples, a partir de soluc¸o˜es com dois pol´ımeros, utilizou-se a
montagem experimental apresentada na figura 2.5.
Figura 2.5: Montagem experimental para a produc¸a˜o das matrizes PCL:Gelatina
Nesta montagem, a soluc¸a˜o e´ colocada numa seringa graduada de 5ml e diaˆmetro
interno de 12.74mm, do fabricante B|Braun. A seringa tem acoplada uma agulha de calibre
23. Estes dois componentes sa˜o introduzidos numa bomba infusora, modelo Fusion100 do
fabricante CHEMYX. Para gerar a tensa˜o necessa´ria, e´ utilizada uma fonte de alta tensa˜o
(constru´ıda no laborato´rio) que e´ ligada a` agulha meta´lica atrave´s de um cabo com crocodilo.
Da montagem faz ainda parte um colector plano vertical (tambe´m constru´ıdo no laborato´rio),
colocado perpendicularmente a` seringa, que consiste numa placa meta´lica (ligada a` terra),
com uma dimensa˜o de 20cm×20cm. Esta placa encontra-se acoplada a dois motores de modo
a permitir a rotac¸a˜o no plano vertical e translac¸a˜o horizontal da mesma. Durante a produc¸a˜o,
a placa meta´lica e´ revestida com papel de alumı´nio.
Matriz h´ıbrida PCL+Gelatina
Para a produc¸a˜o da matriz h´ıbrida, a montagem usada e´ a da figura 2.6
Nesta montagem, em vez de um colector plano, e´ usado um colector rotato´rio cil´ındrico,
constru´ıdo tambe´m no laborato´rio. Este colector consiste num cilindro de acr´ılico ligado a`
20
CAPI´TULO 2. MATERIAIS E ME´TODOS
Figura 2.6: Montagem experimental para a produc¸a˜o da matriz h´ıbrida
terra e acoplado a um motor que permite a rotac¸a˜o em torno do seu eixo. O motor tem asso-
ciado um controlador que possibilita o ajuste da velocidade de rotac¸a˜o. Durante a produc¸a˜o,
o cilindro esta´ revestido com papel de alumı´nio.
As restantes componentes da montagem sa˜o ana´logas a` anterior, mas em duplicado.
Sa˜o utilizados dois conjuntos com seringas, agulhas, bombas e fontes de tensa˜o iguais a`s
referidas na montagem anterior. Cada um dos conjuntos e´ colocado em lados opostos do
cilindro (como se pode verificar na figura 2.6), de modo a direccionar para si as agulhas. A
estabilidade do processo de fiac¸a˜o e´ reforc¸ada adicionando um disco meta´lico comum orif´ıcio
no centro atrave´s do qual passa o capilar da agulha. Deste modo aumenta-se a convergeˆncia
do campo ele´ctrico e diminui-se a dispersa˜o das fibras.
2.2.2 Electrofiac¸a˜o
Matrizes PCL:Gelatina
Depois de preparada, a soluc¸a˜o polme´rica e´ colocada dentro da seringa. A produc¸a˜o da
matriz inicia-se com a inserc¸a˜o dos paraˆmetros com que a fiac¸a˜o ira´ decorrer.
Apo´s va´rios testes de optimizac¸a˜o, foram escolhidos os seguintes paraˆmetros de produc¸a˜o:
tensa˜o de 16kV, distaˆncia agulha-colector de 20cm e um caudal de 0,3ml/h. O processo de
electrofiac¸a˜o de cada matriz decorre durante um per´ıodo de 6h.
Sabendo que a deposic¸a˜o ocupa a totalidade da folha de alumı´nio e apenas e´ necessa´ria
uma matriz com cerca de 12cm de diaˆmetro para o tratamento po´s-produc¸a˜o, na folha de
alumı´nio sa˜o tambe´m colocadas quatro lamelas quadradas de 22×22mm e oito lamelas circu-
lares de 12mm de diaˆmetro, que sa˜o usadas posteriormente na caracterizac¸a˜o das matrizes.
Recorrendo a esta montagem, sa˜o obtidas enta˜o cinco matrizes diferentes, cuja de-
signac¸a˜o tem como base a soluc¸a˜o que lhes deu origem. Assim, obtemos as matrizes M90:10,
M70:30, M50:50, M30:70 e M10:90.
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Matriz h´ıbrida PCL+Gelatina
A produc¸a˜o desta matriz tem como objectivo obter uma proporc¸a˜o igual de ambos os
pol´ımeros mas cada um em fibras separadas.
Para a produc¸a˜o desta matriz, o protocolo experimental e´ semelhante ao das matrizes
PCL:Gelatina, mas agora em duplicado.
Apo´s va´rios testes de optimizac¸a˜o, foram escolhidos os seguintes paraˆmetros de produc¸a˜o:
• Gelatina: tensa˜o de 11kV, distaˆncia agulha-colector de 10cm e um caudal de 0,3ml/h;
• PCL: tensa˜o de 8kV, distaˆncia agulha-colector de 10cm e um caudal de 0,35ml/h;
• Velocidade de rotac¸a˜o entre as 200 e as 300 rpm.
O processo de electrofiac¸a˜o desta matriz demora 1h30 ate´ estar completo e a deposic¸a˜o
obtida ocupa uma largura de 9cm e um comprimento igual ao do per´ımetro do cilindro.
Apenas sa˜o necessa´rios 10cm de altura de deposic¸a˜o para o tratamento po´s-produc¸a˜o, logo
optou-se por colocar tambe´m lamelas quadradas de 22×22mm e lamelas circulares de 12mm
de diaˆmetro que sa˜o usadas posteriormente na caracterizac¸a˜o da matriz.
Figura 2.7: Disposic¸a˜o das lamelas na deposic¸ao da matriz h´ıbrida
Com recurso a esta montagem, obte´m-se a matriz h´ıbrida com fibras de PCL e de
gelatina, cuja designac¸a˜o e´ M1+1.
2.2.3 Reticulac¸a˜o
Uma matriz que inclua gelatina no seu conteu´do tem de ser submetida a um trata-
mento de reticulac¸a˜o com o propo´sito de diminuir a sua taxa de degradac¸a˜o e melhorar o seu
desempenho termomecaˆnico.
Imediatamente a seguir a` sua obtenc¸a˜o, as matrizes foram colocadas durante cerca de
40h num exsicador antes de se proceder a` sua reticulac¸a˜o. Este per´ıodo de espera tem como
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objectivo eliminar vest´ıgios de solvente e evitar assim uma poss´ıvel influeˆncia negativa deste
no tratamento.
A reticulac¸a˜o decorre no interior de um recipiente de pla´stico hermeticamente selado,
onde sa˜o colocadas as matrizes. Dentro desse recipiente e´ tambe´m colocado um cristalizador
com cerca de 25ml de uma soluc¸a˜o de glutaralde´ıdo (GTA) a 50% (Sigma-Aldrich). O reci-
piente selado e´ depois colocado num forno a 40o durante 4h, de modo a criar uma atmosfera
de vapor de GTA que ira´ reticular a gelatina.
Em testes pre´vios, verificou-se que este tipo de matrizes tem tendeˆncia para contrair
durante o processo de reticulac¸a˜o. De modo a evitar essa contracc¸a˜o e previamente a` in-
troduc¸a˜o das matrizes dentro do recipiente de pla´stico, a matriz 1+1 e´ colocada entre dois
aros rectangulares de carta˜o canelado e presa com molas meta´licas, enquanto que as restantes
matrizes sa˜o colocadas entre dois aros meta´licos circulares e tambe´m presas com o mesmo
tipo de molas.
Uma vez que o GTA e´ um composto to´xico, apo´s o tratamento de reticulac¸a˜o as
matrizes sa˜o retiradas do interior do recipiente de pla´stico e deixadas a repousar numa hotte
de um dia para o outro. De modo a reforc¸ar a eliminac¸a˜o de quaisquer res´ıduos de GTA, as
matrizes sa˜o de seguida colocadas novamente num exsicador, durante um per´ıodo mı´nimo de
treˆs dias, antes de proceder a qualquer manuseamento das mesmas. As matrizes sujeitas a
cultura celular foram colocadas no exsicador durante duas semanas.
(a) Matrizes M1+1 e M50:50 na˜o reticuladas (b) Matriz M50:50 reticulada
Figura 2.8: Aspecto das matrizes
2.3 Caracterizac¸a˜o das matrizes
2.3.1 Ensaios de tracc¸a˜o
Com a finalidade de analisar as propriedades mecaˆnicas das matrizes e verificar de
que maneira as diferentes soluc¸o˜es ou me´todos de fabrico usados afectam essas propriedades,
foram efectuados ensaios de tracc¸a˜o. Estes ensaios decorreram no laborato´rio de materiais
polime´ricos do Departamento de Cieˆncia dos Materiais, numa ma´quina de tracc¸a˜o (Rheome-
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tric Scientific), com uma ce´lula de carga com capacidade ma´xima de 20N e controlada pelo
software MINIMAT (P.L. Thermal Sciences, versa˜o 1.60).
(a) Ma´quina de tracc¸a˜o (b) Pormenor de um ensaio
va´lido
Figura 2.9: Ensaios de tracc¸a˜o
Foram produzidas treˆs re´plicas de cada uma das seis matrizes e de cada re´plica foram
recortadas cinco amostras, com as dimenso˜es de 3cm×1cm, sendo a espessura das mesmas
medida com um micro´metro (Mitutoyo Corporation - resoluc¸a˜o 0,001mm). Foram realizados
ensaios de tracc¸a˜o a todas essas amostras, num total de 90 ensaios va´lidos.
Cada tipo de matriz tem uma resposta diferente quando submetida a um ensaio de
tracc¸a˜o. Consoante o tipo de matriz e de modo a optimizar a informac¸a˜o obtida, estabeleceu-
se a velocidade a que cada ensaio ia decorrer de acordo com a tabela 2.2. Para todos os
ensaios, foi definido que a carga ma´xima aplicada seria a capacidade ma´xima da ce´lula de
carga, 20N.
No decorrer dos ensaios, os valores da combinac¸a˜o forc¸a aplicada (F ) versus alongamento
Tabela 2.2: Velocidade do ensaio consoante o tipo de matriz
Tipo de matriz Velocidade (mm/min)
M90:10 2
M70:30 2
M50:50 1
M30:70 0,5
M10:90 0,5
M1+1 1
(∆l) foram sendo adquiridos pelo software de controlo da ma´quina. Recorrendo ao software
Microsoft Excel, esses valores foram convertidos para pares de valores tensa˜o (σ) versus
deformac¸a˜o (). Nessa conversa˜o foram usadas as equac¸o˜es (1) e (2), onde A e´ referente ao
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valor da a´rea da secc¸a˜o recta da amostra traccionada e l0 o seu comprimento inicial.
σ =
F
A
(2.1) ε =
∆l
l0
(2.2)
Atrave´s dos pares de tensa˜o versus deformac¸a˜o, obteve-se uma curva de tracc¸a˜o. Numa
curva de tracc¸a˜o t´ıpica, a zona inicial e´ designada de regia˜o ela´stica uma vez que, por norma,
para valores de tensa˜o relativamente baixos, a deformac¸a˜o de um material e´ linearmente
proporcional a` tensa˜o aplicada, ou seja, tem um comportamento ela´stico. Nessa zona, a
relac¸a˜o entre a tensa˜o e a deformac¸a˜o do material e´ dada pela lei de Hooke: σ = E × , onde
E e´ uma constante designada por Mo´dulo de Young.
O mo´dulo de Young e´ uma grandeza que indica a rigidez de um material e o seu
valor e´ o declive da curva de tracc¸a˜o na zona ela´stica. O mo´dulo de Young de cada amostra
foi obtido introduzindo os pares tensa˜o versus deformac¸a˜o, contidos na zona ela´stica, numa
”macro”para Excel desenvolvida no GREAT, sendo depois processados estatisticamente.
2.3.2 Ana´lise morfolo´gica
Na fase inicial de testes, os produtos resultantes do electrofiac¸a˜o foram sendo observa-
dos num microso´pio o´ptico (Nikon Eclipse LV100) de modo a definir os melhores paraˆmetros
de produc¸a˜o consoante a qualidade das fibras obtidas. Os produtos finais foram visuali-
zados por Microscopia Electro´nica de Varrimento (SEM - do ingleˆs, Scanning Electronic
Microscopy) Este me´todo permite visualizar a estrutura das matrizes ao pormenor, com uma
resoluc¸a˜o que possibilita na˜o so´ avaliar falhas nas mesmas, mas tambe´m a posterior medic¸a˜o
de diaˆmetros das fibras constituintes de cada matriz.
No SEM, as imagens sa˜o obtidas fazendo incidir um feixe de electro˜es que percorre
toda a superf´ıcie da amostra a analisar. A interacc¸a˜o deste feixe com a superf´ıcie provoca
a emissa˜o de electro˜es e de raios-x que ao serem detectados pelo aparelho permitem obter
informac¸o˜es relativas a` morfologia e composic¸a˜o dessa superf´ıcie. Essas informac¸o˜es sa˜o
apresentadas ao utilizador como uma imagem de alta resoluc¸a˜o da amostra analisada.
As imagens de SEM foram adquiridas nas instalac¸o˜es do CENIMAT/I3N no equi-
pamento Auriga Crossbeam (FIB-SEM) do fabricante Carl Zeiss. De modo a melhorar a
condutividade das amostras, estas foram fixadas com fita adesiva dupla face de carbono num
disco meta´lico e revestidas por pulverizac¸a˜o cato´dica, com uma liga de ouro-pala´dio (nas
percentagens 20% e 80%, respectivamente) de 8nm de espessura.
A medic¸a˜o dos diaˆmetros das fibras foi feita recorrendo ao software ImageJ (National
Institutes of Health) e a sua ana´lise estat´ıstica foi feita com o software OriginPro 8 (Origin
Lab) e com o Excel.
2.3.3 Aˆngulo de contacto
Uma das maneiras de medir a hidrofilicidade das matrizes e´ atrave´s da medic¸a˜o do
aˆngulo de contacto.
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Figura 2.10: Equipamento SEM Auriga Crossbeam (FIB-SEM)
Tal como a tensa˜o superficial, o aˆngulo de contacto das matrizes foi medido num
gonio´metro, constitu´ıdo pelo mesmo sistema o´ptico Cam100 (figura 2.3(a)), mas um software
de captura de imagem diferente (Cam100), ambos do fabricante KSV instruments. Estas
medic¸o˜es foram efectuadas no Departamento de Qu´ımica.
Figura 2.11: Software Cam100 durante uma medic¸a˜o
Para proceder a` medic¸a˜o, as matrizes a analisar foram colocadas no sistema o´ptico
e colocou-se uma gota de a´gua na superf´ıcie das mesmas. O aˆngulo de contacto e´ o aˆngulo
formado pela tangente a` gota, na intersecc¸a˜o so´lido-l´ıquido-ar formada assim que a gota entra
em contacto com uma superf´ıcie so´lida. Atrave´s do software, que recorre a um me´todo de
ajuste baseado na equac¸a˜o de Young-Laplace, essa interacc¸a˜o e´ enta˜o analisada e calculado o
aˆngulo de contacto. Para valores acima de 90o, a superf´ıcie so´lida e´ considerada hidrofo´bica,
enquanto que para valores abaixo, a superf´ıcie e´ considerada hidrof´ılica.
As matrizes utilizadas para este processo foram fiadas sobre lamelas quadradas de
22mm×22mm. Para cada matriz, foram efectuadas cinco medic¸o˜es de aˆngulo de contacto em
duas amostras diferentes, usando uma seringa de 1ml (B|Braun) com uma agulha acoplada.
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2.3.4 FTIR-ATR
Uma ferramenta u´til e conveniente para inferir sobre a natureza qu´ımica e molecular
das matrizes obtidas e´ a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR,
do ingleˆs Fourier transform infrared spectroscopy).
Numa ana´lise FTIR, faz-se incidir um feixe de luz infravermelha sobre uma amostra. A ra-
diac¸a˜o infravermelha quando absorvida por uma mole´cula orgaˆnica e´ convertida em energia
de vibrac¸a˜o molecular, que e´ depois transmitida ao aparelho. A frequeˆncia dessas vibrac¸o˜es
esta´ relacionada com grupos espec´ıficos das ligac¸o˜es qu´ımicas das mole´culas. Logo, a absorc¸a˜o
de energia consoante os va´rios comprimentos de onda da radiac¸a˜o infravermelha, permite co-
nhecer quais os grupos espec´ıficos presentes na amostra.
Numa ana´lise FTIR tradicional, o feixe de infravermelho atravessa a amostra perpendicular-
mente, implicando que as amostras a analisar tenham espessuras muito pequenas. De modo
a permitir a ana´lise directa das matrizes, foi acoplado ao aparelho de FTIR um mo´dulo ATR
(do ingleˆs , Attenuated Total Reflection). Este mo´dulo possui um cristal que faz com que o
feixe de infravermelho incida na amostra com um determinado aˆngulo, sendo depois reflectido
internamente dentro do cristal. Quando essa reflecc¸a˜o ocorre, existe uma onda, dita evanes-
cente, que ”viaja”pelo exterior do cristal, sondando a amostra numa profundidade entre 0,5
e 2µm, permitindo assim a ana´lise FTIR apenas da superf´ıcie do material.
A ana´lise FTIR-ATR foi realizada nas instalac¸o˜es do CENIMAT/I3N num aparelho
Nicolet 6700 FT-IR, com um mo´dulo ATR SMART iTR, ambos do fabricante Thermo Sci-
entific. O intervalo de nu´meros de onda analisado situou-se entre os 4500 e os 500 cm−1.
Figura 2.12: Aparelho Nicolet 6700 FT-IR com o mo´dulo SMART iTR acoplado (reti-
rado do manual do fabricante, dispon´ıvel em: http://www.thermoscientific.com. Con-
sultado a: 20/09/2012)
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Figura 2.13: Tecnologia ATR (imagem adaptada de [42])
2.3.5 Porosidade
Foi ja´ referido na introduc¸a˜o que a porosidade e´ uma caracter´ıstica importante na
arquitectura de uma matriz. Ela foi calculada recorrendo a` equac¸a˜o 2.3:
Porosidade =
(
1− ρm
ρmat
)
× 100 (2.3)
Onde ρm e´ a densidade aparente da matriz e ρmat a densidade do material usado.
O valor da densidade da matriz e´ obtido dividindo a sua massa pelo respectivo volume,
ou seja, ρmat =
massamat
volumemat
.
Uma vez que as nanofibras das matrizes sa˜o constitu´ıdas por PCL e gelatina, o ca´lculo
da densidade do material usado tem de ter em conta as proporc¸o˜es de cada pol´ımero. Essa
proporc¸a˜o e´ tida em conta na equac¸a˜o 2.4:
ρmat =
ρPCL × ρgel
ρPCL ×
(
mgel
mtotal
)
+ ρgel ×
(
mPCL
mtotal
) (2.4)
onde ρPCL e ρgel sa˜o as densidades de cada material e
mgel
mtotal
e mPCLmtotal as proporc¸o˜es,
respectivamente de PCL e de gelatina, na matriz.
O ca´lculo da porosidade foi efectuado em treˆs amostras de cada tipo de matriz.
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Apresentac¸a˜o e discussa˜o de resultados
3.1 Obtenc¸a˜o dos paraˆmetros de produc¸a˜o
A te´cnica de electrofiac¸a˜o foi usada na produc¸a˜o das matrizes de´rmicas. A` partida
ja´ estavam definidos os pol´ımeros a usar, a sua concentrac¸a˜o e o solvente em que seriam
dissolvidos.
Antes de iniciar a produc¸a˜o e´ necessa´rio um estudo pre´vio de modo a aferir qual a
melhor combinac¸a˜o de paraˆmetros de produc¸a˜o (tensa˜o aplicada, distaˆncia agulha-colector e
caudal de sa´ıda da soluc¸a˜o) que permite obter fibras com as caracter´ısticas desejadas para a
produc¸a˜o das matrizes.
3.1.1 Matrizes PCL:Gelatina
Para a obtenc¸a˜o dos paraˆmetros de produc¸a˜o deste tipo de matriz, foi seleccionada uma
das cinco soluc¸o˜es deste ge´nero (PCL e gelatina na mesma soluc¸a˜o). Com esta soluc¸a˜o, foram
estudadas combinac¸o˜es de paraˆmetros que permitissem obter fibras com as caracter´ısticas
desejadas. De seguida, tendo em conta esse intervalo, as restantes quatro soluc¸o˜es foram
tambe´m sujeitas a um estudo, de modo a encontrar uma combinac¸a˜o de paraˆmetros u´nica e
transversal a todas.
De experieˆncias anteriores com ambos os pol´ımeros, verificou-se que as soluc¸o˜es de
gelatina, por norma, da˜o origem a jactos mais insta´veis do que as soluc¸o˜es de PCL. Como
tal, decidiu efectuar-se o estudo inicial com a soluc¸a˜o que apresenta uma maior proporc¸a˜o
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de gelatina, a soluc¸a˜o S10:90. No estudo desta soluc¸a˜o foram enta˜o testadas as combinac¸o˜es
poss´ıveis de tensa˜o (entre 10 e 18kV), distaˆncia (entre 20 e 30cm) e caudal (entre 0,2 e
0,4ml/h).
Apesar de grande parte das fibras obtidas nas va´rias combinac¸o˜es na˜o possu´ırem
defeitos e apresentarem diaˆmetros e distribuic¸a˜o uniformes, para distaˆncias acima dos 25cm
verificou-se a tendeˆncia para a acumulac¸a˜o excessiva de soluc¸a˜o na ponta da agulha, durante
o processo de electrofiac¸a˜o. Para caudais a partir de 0,4ml/h e tenso˜es abaixo de 12kV, essa
tendeˆncia manteve-se. Ale´m disso, as deposic¸o˜es obtidas para caudais a partir de 0,4ml/h
apresentavam contas ao longo das fibras. Para tenso˜es a partir de 18kv as fibras obtidas
tambe´m apresentam contas, assim como diaˆmetros diferentes entre si.
(a) 16kV; 25cm; 0,4ml/h - (x500) (b) 18kV; 20cm; 0,4ml/h - (x500)
(c) 18kV; 30cm; 0,3ml/h - (x500)
Figura 3.1: Exemplo de defeitos nas deposic¸o˜es da soluc¸a˜o S10:90
De seguida, apenas as combinac¸o˜es que derivaram bons resultados, tanto a n´ıvel da
estabilidade do jacto, como a n´ıvel das caracter´ısticas das fibras obtidas, foram testadas nas
restantes soluc¸o˜es. O novo intervalo de testes foi assim definido para uma tensa˜o entre 12 e
16kV, distaˆncia entre 15 e 25cm e caudal entre 0,2 e 0,4ml/h.
Conjugados todos os resultados, foi definido que os paraˆmetros de electrofiac¸a˜o que
melhor se adaptam a todas as soluc¸o˜es, sa˜o: uma tensa˜o aplicada de 16kV, um caudal de
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0,3ml/h e uma distaˆncia agulha-colector de 20cm.
(a) M10:90 - (x1000) (b) M30:70 - (x1000)
(c) M50:50 - (x1000) (d) M70:30 - (x1000)
(e) M90:10 - (x1000
Figura 3.2: Imagens das deposic¸o˜es com os paraˆmetros escolhidos (16kV; 20cm;
0,3ml/h)
3.1.2 Matriz h´ıbrida PCL+gelatina
A produc¸a˜o desta matriz tem como objectivo obter uma proporc¸a˜o igual de ambos os
pol´ımeros mas cada um em fibras separadas. Como tal, para o estudo dos paraˆmetros de elec-
trofiac¸a˜o, ale´m da qualidade das fibras obtidas e´ necessa´rio ter em considerac¸a˜o outro aspecto
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fundamental, garantir que sa˜o depositadas quantidades iguais de cada pol´ımero. De modo
a respeitar este u´ltimo ponto, comec¸ou-se por estudar qual a combinac¸a˜o de concentrac¸a˜o e
caudal de cada soluc¸a˜o, que iria de encontro ao pretendido. De modo a manter as principais
propriedades da soluc¸a˜o que influenciam a electrofiac¸a˜o, o solvente usado foi mantido (a´cido
ace´tico a 95%).
A primeira combinac¸a˜o a ser avaliada foi uma soluc¸a˜o de PCL com uma concentrac¸a˜o
de 20% e uma soluc¸a˜o de gelatina com uma concentrac¸a˜o de 26%. Para essas concentrac¸o˜es,
o caudal necessa´rio para que sejam depositadas as mesmas quantidades de cada pol´ımero e´
0,39ml/h para a soluc¸a˜o de PCL e 0,3ml/h para a soluc¸a˜o de gelatina. De seguida foram
estudadas, individualmente para cada uma das soluc¸o˜es, variac¸o˜es de paraˆmetros de tensa˜o
entre 6 e 14kV e de distaˆncia agulha-colector entre 10 e 25cm.
Como se pode ver pelas figuras 3.3(a) e 3.3(c), apenas para tenso˜es e distaˆncias baixas
foi poss´ıvel obter fibras de PCL de qualidade aceita´vel. Para a soluc¸a˜o de gelatina so´ foram
obtidas fibras com boa qualidade para distaˆncias e tenso˜es maiores, como se pode ver pelas
figuras 3.3(b) e 3.3(d).
(a) PCL 20%: 6kV; 10cm - x10 (b) Gelatina: 26%: 8kV; 10cm - X100
(c) PCL 20%: 14kV; 15cm - X500 (d) Gelatina 26%: 15kV; 25cm - X500
Figura 3.3: Imagens das deposic¸o˜es de PCL a 20% e de gelatina a 20%
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Contudo, verificou-se que o aumento da distaˆncia provoca um aumento na largura da
deposic¸a˜o de gelatina superior ao aumento na largura da deposic¸a˜o de PCL, ultrapassando-a
em alguns cent´ımetros. De modo a manter a proporcionalidade, ambas as larguras teˆm de
ser coincidentes. Logo, esta combinac¸a˜o na˜o serve para o pretendido.
De seguida avaliou-se a possibilidade de uma combinac¸a˜o de ambas as soluc¸o˜es com uma
concentrac¸a˜o de pol´ımero de 23%. Para tal, as duas soluc¸o˜es foram testadas individualmente
e o caudal a que ambas foram fiadas, de modo a manter a proporcionalidade, foi de 0,3ml/h.
De acordo com testes pre´vios, definiu-se para a soluc¸a˜o de gelatina um intervalo de
variac¸a˜o de paraˆmetros entre 13 e 15kV para a tensa˜o e entre 20 e 30cm para a distaˆncia.
Para a soluc¸a˜o de PCL, esses intervalos foram de 10 a 14kV e 20 a 30cm.
(a) 12kV; 20cm - X500 (b) 12kV; 25cm - X500 (c) 17kV; 30cm - X500
Figura 3.4: Imagens das deposic¸o˜es de PCL a 23%
(a) 12kV; 20cm - X500 (b) 12kV; 25cm - X500 (c) 17kV; 30cm - X500
Figura 3.5: Imagens das deposic¸o˜es de gelatina a 23%
Para este intervalo de paraˆmetros, todas as fibras de gelatina obtidas aparentam ser
livres de defeitos e possuem diaˆmetros uniformes. Contudo as fibras de PCL obtidas apre-
sentam sempre fibras de diaˆmetros diferentes e/ou contas ao longo das fibras. Como tal, a
hipo´tese de usar esta combinac¸a˜o para a produc¸a˜o da matriz h´ıbrida, foi tambe´m descartada.
Na hipo´tese seguinte, optou-se por diminuir a concentrac¸a˜o de pol´ımero em ambas as
soluc¸o˜es e verificar o que sucedia para cada soluc¸a˜o. Assim, a concentrac¸a˜o das soluc¸o˜es
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de PCL e gelatina passou a ser de 18% e 21%, respectivamente. A condic¸a˜o de proporc¸o˜es
iguais obriga a um caudal de 0,35ml/h para a soluc¸a˜o de PCL e de 0,3ml/h para a soluc¸a˜o
de gelatina.
Decidiu-se que a variac¸a˜o de paraˆmetros seria agora de 10 a 20cm para a distaˆncia
agulha-colector de ambas as soluc¸o˜es, 8 a 16kV de tensa˜o para o PCL e 7 a 15kV de tensa˜o
para a gelatina.
(a) 8kV; 10cm - X500 (b) 10kV; 10cm - X500 (c) 10kV; 15cm - X500
Figura 3.6: Imagens das deposic¸o˜es de PCL a 18%
As fibras de PCL obtidas para uma tensa˜o de 8kV e uma distaˆncia de 10cm apresentam
uma distribuic¸a˜o uniforme, com diaˆmetros constantes e sem defeitos, sendo a largura da
deposic¸a˜o de cerca de 7/8cm.
(a) 9kV; 10cm - X500 (b) 11kV; 10cm - X500 (c) 13kV; 10cm - X500
Figura 3.7: Imagens das deposic¸o˜es de gelatina a 21%
No caso da gelatina, as fibras obtidas em todo o intervalo de paraˆmetros na˜o conteˆm
defeitos e apresentam uma distribuic¸a˜o e diaˆmetro das fibras uniforme. Contudo, observando
a largura das deposic¸o˜es, verifica-se que uma largura semelhante a` da deposic¸a˜o de PCL
(7/8cm) apenas e´ obtida usando uma distaˆncia de 10cm e tenso˜es entre 9 e 13kV. Esses
paraˆmetros foram enta˜o os ”candidatos”a passar (juntamente com a distaˆncia de 10cm e
uma tensa˜o de 6kV definidos para a soluc¸a˜o de PCL) para a fase seguinte: electrofiar os dois
tipos de fibras em simultaˆneo.
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Foram feitas enta˜o treˆs deposic¸o˜es de ambas as soluc¸o˜es em simultaˆneo com os paraˆmetros:
1. PCL: 10cm, 8kV, 0,35ml/h ; Gelatina: 10cm, 11kV, 0,3ml/h
2. PCL: 10cm, 8kV, 0,35ml/h ; Gelatina: 10cm, 9kV, 0,3ml/h
3. PCL: 10cm, 8kV, 0,35ml/h ; Gelatina: 10cm, 13kV, 0,3ml/h
A largura das deposic¸o˜es obtidas, ja´ com os dois tipos de fibras, continua a ser de
7/8cm. Contudo, apesar de em todas estas combinac¸o˜es as fibras obtidas aparentarem ser
promissoras, nas combinac¸o˜es 2 e 3 os jactos sa˜o insta´veis, logo estas combinac¸o˜es foram
eliminadas.
E´ ainda necessa´rio uma observac¸a˜o mais cuidada da primeira combinac¸a˜o, de modo a
confirmar a presenc¸a de dois tipos de fibras. Uma vez que as deposic¸o˜es foram feitas sobre pa-
pel de alumı´nio, a ana´lise com microsco´pio o´ptico na˜o permitiu distinguir convenientemente
esses dois tipos. De modo a contornar esse facto, optou-se por fazer uma nova deposic¸a˜o
directamente para uma laˆmina de vidro (com a combinac¸a˜o de paraˆmetros 1), de modo a
conseguir observar ambas as fibras no microsco´pio o´ptico em modo de transmissa˜o (figura
3.8). Numa ana´lise cuidada, verifica-se que sa˜o vis´ıveis dois tipos de fibras (umas lisas e
outras mais rugosas), confirmando assim que estes paraˆmetros sa˜o os indicados para passar
a` fase de produc¸a˜o da matriz h´ıbrida (M1+1).
Figura 3.8: Aspecto final da matriz h´ıbrida - x1000
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3.2 Caracterizac¸a˜o das soluc¸o˜es
3.2.1 Condutividade e Tensa˜o Superficial
Tabela 3.1: Valores obtidos para a condutividade, densidade e tensa˜o superficial
Soluc¸a˜o Condutividade Densidade Tensa˜o Superficial
(µs/cm) (g/cm3) (mN/m)
S21Gel 364,9 ± 1,1 1,130 31,1 ± 0,5
S10:90 306,7 ± 2,3 1,104 30,9 ± 0,3
S30:70 203,6 ± 1,1 1,092 28,7 ± 0,2
S50:50 125,6 ± 0,5 1,086 30,4 ± 0,1
S30:70 14,3 ± 1,2 1,075 30,2 ± 0,2
S90:10 5,1 ± 0,1 1,064 29,6 ± 0,1
S18PCL 1,4 ± 0,1 1,056 28,2 ± 0,1
Na tabela 3.1, sa˜o apresentados os valores obtidos nas medic¸o˜es efectuadas da condu-
tividade, densidade e tensa˜o superficial das sete soluc¸o˜es usadas na produc¸a˜o das matrizes,
assim como o desvio padra˜o associado a`s medic¸o˜es.
Relativamente a` condutividade, a soluc¸a˜o que conte´m apenas gelatina como soluto,
apresenta a maior condutividade de todas as soluc¸o˜es testadas, enquanto que a soluc¸a˜o apenas
com PCL apresenta a condutividade mais baixa.
Figura 3.9: Representac¸a˜o da condutividade em func¸a˜o da proporc¸a˜o de gelatina
Os valores referentes a`s soluc¸o˜es com ambos os pol´ımeros inclu´ıdos, confirmam um
aumento da condutividade com o aumento da proporc¸a˜o de gelatina, especialmente para
concentrac¸o˜es a partir de 50% do total de pol´ımero, como se pode observar na figura 3.9.
De acordo com estes valores, e´ enta˜o esperado que as fibras obtidas no processo de
electrospinning, sejam ta˜o mais finas quanto maior a sua proporc¸a˜o de gelatina.
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Em relac¸a˜o a` densidade, observa-se uma ligeiro aumento na densidade das soluc¸o˜es,
com a concentrac¸a˜o de gelatina. A tensa˜o superficial e´ aproximadamente igual para todas as
soluc¸o˜es. Deste paraˆmetro apenas se pode aferir, enta˜o, que eventuais diferenc¸as nos va´rios
tipos de fibras obtidas na˜o tera˜o como causa a tensa˜o superficial das respectivas soluc¸o˜es.
3.2.2 Reologia
O estudo do comportamento reolo´gico foi efectuado para todas as soluc¸o˜es envolvidas
na produc¸a˜o das 6 matrizes em estudo. Os gra´ficos obtidos da variac¸a˜o da viscosidade de
cada soluc¸a˜o em func¸a˜o da taxa de corte sa˜o apresentados na figura 3.10
Figura 3.10: Comportamento reolo´gico das soluc¸o˜es usadas
Observando esses gra´ficos, verifica-se que a soluc¸a˜o de PCL utilizada na matriz M1+1
(S18PCL) e´ cerca de 5×mais viscosa do que a soluc¸a˜o de gelatina (S21Gel). Esse facto explica
o aumento da viscosidade nas soluc¸o˜es PCL:Gelatina, com o aumento da proporc¸a˜o de PCL
em relac¸a˜o a` gelatina. Este comportamento coincide com o esperado, uma vez que era ja´
noto´rio aquando do manuseamento das soluc¸o˜es. A soluc¸a˜o S90:10 exibe um comportamento
reolo´gico semelhante ao da soluc¸a˜o so´ de PCL, enquanto que as soluc¸o˜es S10:90, S30:70 e
S50:50 exibem um comportamento semelhante a` soluc¸a˜o so´ de gelatina. Contudo, da soluc¸a˜o
S50:50 para a soluc¸a˜o S70:30 observa-se um aumento brusco da viscosidade, especialmente
para taxas de corte mais baixas. Este aumento pode influenciar as fibras da matriz M70:30,
obtidas no processo de electrofiac¸a˜o, a exibirem um comportamento diferente do esperado a
n´ıvel do seu diaˆmetro.
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Uma vez que todas as soluc¸o˜es sa˜o sujeitas a um banho de ultrasons, o comportamento
reolo´gico da soluc¸a˜o S50:50 foi determinado antes e depois desse banho, de modo a verificar
se os ultrasons provocam algum tipo de alterac¸a˜o na viscosidade deste tipo de soluc¸a˜o.
Figura 3.11: Comportamento reolo´gico da soluc¸a˜o S50:50 com e sem ultrasons
Pela figura 3.11 observa-se uma ligeira diminuic¸a˜o da viscosidade da soluc¸a˜o S50:50,
quando sujeita a ultrasons. Uma vez que as soluc¸o˜es com maior proporc¸a˜o de PCL foram
sujeitas a este processo durante menos tempo, introduz-se a possibilidade de o aumento
brusco de viscosidade da soluc¸a˜o M50:50 para a soluc¸a˜o M70:30 ser origina´rio, na˜o apenas
da proporc¸a˜o dos pol´ımeros, mas tambe´m do banho de ultrasons.
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3.3 Caracterizac¸a˜o das matrizes
3.3.1 Morfologia
3.3.1.1 Antes da reticulac¸a˜o
Matrizes PCL:Gelatina
Na figura 3.12 e na tabela 3.2 encontram-se, respectivamente, as imagens obtidas por SEM
da morfologia das cinco matrizes PCL:Gelatina e o diaˆmetro me´dio das suas fibras (com
o desvio padra˜o associado a`s medic¸o˜es). Na figura 3.13 sa˜o apresentados os histogramas
relativos a` dispersa˜o de diaˆmetros das fibras em cada matriz.
As imagens da figura 3.12 permitem observar que as fibras obtidas na˜o possuem contas
nem outro tipo de defeitos ao longo da sua extensa˜o, como os aglomerados de pol´ımero
detectados na parametrizac¸a˜o do processo de fiac¸a˜o. Contudo, aliando a essas imagens a
informac¸a˜o da tabela 3.2, verifica-se que, ao contra´rio do esperado atendendo aos valores de
condutividade e viscosidade das soluc¸o˜es, o diaˆmetro das fibras na˜o diminui com o aumento
da proporc¸a˜o de gelatina.
Como referido no cap´ıtulo 2, o procedimento de ultrasons em si foi utilizado com o
intuito de eliminar os aglomerados depositados nas matrizes, mas o tempo a que cada soluc¸a˜o
e´ submetida a esse procedimento foi determinado consoante a concentrac¸a˜o de cada pol´ımero.
Este tempo variou entre 2h (para a soluc¸a˜o S90:10) e 4h (para a soluc¸a˜o S10:90) de modo
a uniformizar os diaˆmetros das fibras obtidas nas 5 matrizes. Como se pode ver na tabela
3.2, esse objectivo foi atingido para as matrizes M30:70, M50:50 e M90:10. Contudo, a baixa
concentrac¸a˜o de PCL na matriz M10:90 pode na˜o ter sido suficiente para causar a reduc¸a˜o
do diaˆmetro das fibras desta matriz.
Relativamente a` matriz M70:30, o facto de o diaˆmetro me´dio das suas fibras estar
acima do esperado e das mesmas possu´ırem uma dispersa˜o de diaˆmetros (tabela 3.2 e figura
3.13(d)) elevada, pode ter explicac¸a˜o no comportamento reolo´gico da soluc¸a˜o que lhe deu
origem.
Tabela 3.2: Valores obtidos para o diaˆmetro me´dio das fibras das matrizes
PCL:Gelatina
Matriz Diaˆmetro (nm)
M10:90 380 ± 55
M30:70 194 ± 43
M50:50 233 ± 55
M70:30 335 ± 114
M90:10 182 ± 50
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(a) M10:90 (b) M30:70
(c) M50:50 (d) M70:30
(e) M90:10
Figura 3.12: Imagens de SEM das matrizes PCL:Gelatina (antes da reticulac¸a˜o) - x5000
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(a) M10:90 (b) M30:70
(c) M50:50 (d) M70:30
(e) M90:10
Figura 3.13: Histogramas dos diaˆmetros das fibras que compo˜em as matrizes
PCL:Gelatina (antes da reticulac¸a˜o)
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Matriz h´ıbrida PCL+gelatina
(a) PCL (b) Gelatina
(c) M1+1
Figura 3.14: Imagens de SEM da matriz M1+1 e dos 2 tipos de fibras que a compo˜em
(antes da reticulac¸a˜o) - x5000
Relativamente a` matriz h´ıbrida PCL+gelatina, nas figuras 3.14 e 3.15, sa˜o apresentadadas
as imagens de SEM da morfologia da matriz M1+1, dos dois tipos de fibras que a constituem
e os histogramas relativos a` dispersa˜o de diaˆmetros das fibras associadas. A tabela 3.3 e´
referente aos diaˆmetros destas fibras.
Analisando a figura 3.14(a), em conjunto com o histograma respectivo (3.15(a)) verifica-
se uma dispersa˜o bimodal dos diaˆmetros das fibras de PCL. Essa dispersa˜o explica o valor de
desvio padra˜o elevado, associado a` medic¸a˜o dos diaˆmetros(tabela 3.3). E´ ainda poss´ıvel ob-
servar pequenas fracturas ao longo de algumas das fibras mais grossas. As fibras de gelatina
na˜o possuem defeitos ao longo da sua extensa˜o e apresentam um diaˆmetro uniforme (figuras
3.14(b) e 3.15(b)). Pela tabela 3.3, verifica-se que ambas as fibras constituintes da matriz
M1+1 possuem um diaˆmetro me´dio semelhante, que se propaga para o diaˆmetro me´dio da
matriz M1+1.
Passando enta˜o para a matriz M1+1, na figura 3.14(c) e´ poss´ıvel verificar que esta
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Tabela 3.3: Valores obtidos para o diaˆmetro me´dio das fibras matriz M1+1 e das fibras
que a compo˜em
Matriz Diaˆmetro (nm)
PCL 553 ± 313
Gelatina 493 ± 57
M1+1 564 ± 103
matriz apresenta uma morfologia praticamente sem defeitos, sendo que a conjugac¸a˜o dos
dois tipos de fibras elimina os defeitos observados nas fibras de PCL e melhora bastante a
dispersa˜o de diaˆmetros observada nessas fibras (tabela 3.3 e figura 3.15(c)). Um olhar mais
atento sobre a figura 3.14(c) revela a presenc¸a de dois tipos de fibras diferentes, o que ja´ era
esperado.
(a) PCL (b) Gelatina
(c) M1+1
Figura 3.15: Histogramas dos diaˆmetros das fibras da matriz M1+1 e dos 2 tipos de
fibras que a compo˜em (antes da reticulac¸a˜o)
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3.3.1.2 Apo´s a reticulac¸a˜o
(a) M10:90 (b) M30:70
(c) M50:50 (d) M70:30
(e) M90:10 (f) M1+1
Figura 3.16: Imagens de SEM das matrizes (apo´s a reticulac¸a˜o) - x5000
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As imagens de SEM das matrizes reticuladas encontram-se na figura 3.16 . Com-
parando com as matrizes na˜o reticuladas (figuras 3.12 e 3.14(c)), nas matrizes com maior
quantidade de gelatina (M10:90, M30:70 e M1+1) as diferenc¸as a n´ıvel da morfologia sa˜o
vis´ıveis, nomeadamente nota-se uma certa agregac¸a˜o entre algumas fibras. Esta ocorreˆncia e´
devida a` dissoluc¸a˜o parcial de segmentos de algumas fibras quando as matrizes esta˜o sujeitas
ao ambiente extremamente hu´mido em que decorreu a reticulac¸a˜o[43] e tambe´m a` coalesceˆncia
das fibras como resultado do seu inchamento aquando do processo de reticulac¸a˜o.
No geral, o diaˆmetro das fibras mante´m-se semelhante apo´s a reticulac¸a˜o, com a
excepc¸a˜o das matrizes M70:30 e M1+1.
Relativamente a` matriz h´ıbrida M1+1, a reticulac¸a˜o das fibras de gelatina provocou
uma diminuic¸a˜o de diaˆmetro das mesmas, levando a uma diminuic¸a˜o do diaˆmetro me´dio,
contudo, como as fibras de PCL na˜o sa˜o afectadas, esta diminuic¸a˜o levou a um ligeiro aumento
na dispersa˜o de diaˆmetros, como se pode verificar na tabela 3.4 e na figura 3.17(f).
As fibras da matriz M70:30 apresentam agora um diaˆmetro me´dio semelhante a`s das
restantes matrizes PCL:Gelatina (tabela 3.4), assim como uma dispersa˜o consideravelmente
mais uniforme. Ale´m da melhoria na sua resisteˆncia a` a´gua, esta uniformizac¸a˜o a n´ıvel
de diaˆmetros, provocada pela reticulac¸a˜o nesta matriz, faz prever uma melhoria nas suas
propriedades mecaˆnicas, relativamente a` sua ana´loga na˜o reticulada.
Tabela 3.4: Valores obtidos para o diaˆmetro me´dio das fibras das matrizes
Matriz Diaˆmetro (nm)
M10:90 390 ± 59
M30:70 188 ± 43
M50:50 223 ± 46
M70:30 248 ± 67
M90:10 178 ± 44
M1+1 462 ± 132
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(a) M10:90 (b) M30:70
(c) M50:50 (d) M70:30
(e) M90:10 (f) M1+1
Figura 3.17: Histogramas dos diaˆmetros das fibras que compo˜em as matrizes (apo´s a
reticulac¸a˜o)
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3.3.1.3 Apo´s a lavagem
De modo a ficar com uma ideia sobre o comportamento das matrizes e a sua resisteˆncia
a` a´gua, as 5 matrizes reticuladas foram submersas em a´gua destilada e colocadas num agitador
orbital durante 3h a uma rotac¸a˜o de 150rpm.
(a) M10:90 (b) M30:70
(c) M50:50 (d) M70:30
(e) M90:10 (f) M1+1
Figura 3.18: Imagens de SEM das matrizes (apo´s lavagem) - x5000
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Essas matrizes foram tambe´m analisadas por SEM, cujas imagens sa˜o apresentadas
na figura 3.18. Como se pode ver pela imagem da matriz M10:90, com o processo de lavagem
as fibras desta matriz fundiram. Como tal, para esta matriz na˜o foram efectuadas medic¸o˜es
para obter o diaˆmetro me´dio das fibras (tabela 3.5), nem o respectivo histograma (figura
3.19).
Como seria de esperar, a matriz M90:10 na˜o sofreu alterac¸o˜es a n´ıvel do diaˆmetro
me´dio das fibras. Contudo, analisando o seu histograma, observa-se uma diminuic¸a˜o da
uniformidade de diaˆmetros das fibras. Tal na˜o e´ esperado e, provavelmente, esta imagem foi
tirada a uma zona na˜o representativa da morfologia desta matriz.
Nas matrizes M50:50 e M70:30 ocorre uma diminuic¸a˜o do diaˆmetro me´dio das fibras.
A raza˜o desta diminuic¸a˜o e´ provavelmente o facto de, no processo de lavagem e apesar do
processo de reticulac¸a˜o, uma porc¸a˜o da gelatina se ter dissolvido na a´gua. Relembra-se que,
uma vez que a gelatina de peixe se dissolve a` temperatura ambiente, se estas matrizes na˜o fos-
sem submetidas ao processo de reticulac¸a˜o, esta reduc¸a˜o de diaˆmetro seria substancialmente
maior.
As fibras da matriz M30:70, devido ao seu elevado conteu´do de gelatina, sofrem alguma
coalesceˆncia quando submetidas a` lavagem. Tal facto pode ter influenciado as medic¸o˜es para
a obtenc¸a˜o do seu diaˆmetro me´dio, uma vez que era esperado que alguma da gelatina fosse
lavada e o diaˆmetro me´dio diminu´ısse.
Na matriz M1+1, as fibras de gelatina sofrem o mesmo efeito que na matriz M10:90.
Contudo, as fibras de PCL fazem com que essa coalesceˆncia so´ se manifeste em metade das
fibras da matriz, conseguindo assim manter um grau de porosidade aparentemente aceita´vel.
Tabela 3.5: Valores obtidos para o diaˆmetro me´dio das fibras das matrizes (lavadas)
Matriz Diaˆmetro (nm)
M30:70 190 ± 39
M50:50 175 ± 31
M70:30 206 ± 80
M90:10 182 ± 42
M1+1 583 ± 146
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(a) M30:70 (b) M50:50
(c) M70:30 (d) M90:10
(e) M1+1
Figura 3.19: Histogramas dos diaˆmetros das fibras que compo˜em as matrizes (lavadas)
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3.3.2 Porosidade
Uma vez que uma eventual aplicac¸a˜o pra´tica das matrizes produzidas neste trabalho,
aconteceria apenas em matrizes reticuladas, foi medida a porosidade das mesmas. Esta
medic¸a˜o, assim como respectivo desvio padra˜o associado, esta˜o resumidos na tabela 3.6. De
acordo com a bibliografia, de modo a permitir a penetrac¸a˜o de ce´lulas no seu interior, as
matrizes deste tipo devem possuir uma porosidade entre os 60 e os 90%[44][40]. Analisando a
tabela 3.6, verifica-se, com a excepc¸a˜o da matriz M10:90, que as matrizes esta˜o todas dentro
desse intervalo. Esta tabela revela tambe´m uma diminuic¸a˜o da porosidade, para percentagens
de gelatina nas fibras iguais ou superiores a 50%. Olhando novamente para as imagens de
SEM das matrizes reticuladas (figura 3.16), na˜o aparenta existir uma grande discrepaˆncia a
n´ıvel de porosidade das matrizes. Contudo, as imagens por SEM sa˜o bidimensionais e apenas
da superf´ıcie das matrizes. Imagens de um corte lateral das matrizes permitiriam aferir sobre
a porosidade no interior da amostra e provavelmente perceber o porqueˆ desta reduc¸a˜o da
porosidade. O processo de reticulac¸a˜o a que as matrizes foram submetidas, faz com que estas
contraiam. Uma vez que, para evitar esse efeito, foram usados os ane´is de cobre referidos no
cap´ıtulo 2 (figura 2.8(b)), essa restric¸a˜o a n´ıvel do comprimento e da largura provavelmente
transferiu o efeito de contracc¸a˜o para a espessura da matriz, tornando-a mais fina. De facto,
medindo a espessura das matrizes, verifica-se que as matrizes com maior conteu´do de gelatina,
sa˜o as que possuem menor espessura. Tal facto e´ ainda suportado pela literatura[43].
Tabela 3.6: Valores obtidos para a porosidade das matrizes
Matriz Porosidade (%)
M10:90 55 ± 2
M30:70 59 ± 4
M50:50 79 ± 1
M70:30 89 ± 1
M90:10 88 ± 1
M1+1 88 ± 2
3.3.3 Ensaios de tracc¸a˜o
As propriedades mecaˆnicas desempenham um papel importante na qualidade de uma
matriz para aplicac¸o˜es biome´dicas, uma vez que deve possibilitar o manuseamento e ajustar-se
a` forma do local anato´mico. Sabe-se tambe´m que as ce´lulas sa˜o sens´ıveis a` rigidez do material.
Na figura 3.20 sa˜o apresentados os gra´ficos de tensa˜o versus deformac¸a˜o resultantes dos ensaios
de tracc¸a˜o efectuados a`s matrizes. Deles foram retirados as propriedades mecaˆnicas de cada
matriz: o mo´dulo de Young, a tensa˜o de ruptura e a deformac¸a˜o sofrida ate´ a` ruptura. Essas
propriedades esta˜o agrupadas na tabela 3.7.
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Tabela 3.7: Propriedades mecaˆnicas das matrizes
Mo´dulo Tensa˜o Fractura Deformac¸a˜o
Matriz (Mpa) (Mpa) (%)
M10:90 264 ± 56 10,4 ± 2,0 36 ± 14
M30:70 245 ± 61 9,6 ± 1,4 29 ± 9
M50:50 116 ± 37 5,6 ± 1,6 76 ± 14
M70:30 29 ± 3 2,8 ± 0,5 160 ± 54
M90:10 19 ± 3 5,1 ± 0,5 118 ± 21
M1+1 52 ± 11 2,0 ± 0,3 73 ± 16
Como referido na introduc¸a˜o, o mo´dulo de Young indica a rigidez de um material. Os
valores obtidos confirmam que um aumento da proporc¸a˜o de gelatina nas matrizes provoca
tambe´m um incremento desse paraˆmetro. Contudo, este aumento na˜o se deve a` gelatina em
si, mas ao processo de reticulac¸a˜o a que as matrizes foram submetidas. Neste processo, o glu-
taralde´ıdo origina formac¸a˜o de ligac¸o˜es covalentes a n´ıvel inter e intramolecular[45][38]. Estas
ligac¸o˜es afectam a estabilidade estrutural da gelatina e, consequentemente, das matrizes, pro-
vocando um aumento do mo´dulo de Young, da sua tensa˜o a` ruptura e uma diminuic¸a˜o da de-
formac¸a˜o sofrida pelo material antes da ruptura. Olhando para estes dois u´ltimos paraˆmetros
na tabela 3.7, confirma-se a tendeˆncia de um aumento da tensa˜o de ruptura, com o aumento
da quantidade de gelatina nas matrizes, assim como uma diminuic¸a˜o da deformac¸a˜o ma´xima
que cada tipo de matriz suporta, revelando portanto, uma deformabilidade e flexibilidade
cada vez menor. Entre as matrizes PCL:Gelatina, a u´nica que foge a esta tendeˆncia e´ a
matriz M70:30, que, para uma tensa˜o menor, acaba por sofrer uma deformac¸a˜o ainda maior
do que a matriz M90:10. Relembrando a ana´lise morfolo´gica desta matriz, verificou-se que,
antes da reticulac¸a˜o, o diaˆmetro me´dio das suas fibras era superior ao esperado, tendo sofrido
uma reduc¸a˜o de cerca de 25% apo´s esse processo. Por um lado, esta variac¸a˜o de diaˆmetro
pode ser a explicac¸a˜o da diferenc¸a nas propriedades mecaˆnicas desta matriz, relativamente
a`s restantes.
Comparando as matrizes M50:50 e M1+1, verifica-se que o mo´dulo de Young desta
u´ltima e´ cerca de metade do da matriz com a mesma proporc¸a˜o de pol´ımeros, mas so´ um tipo
de fibra. Observando a tabela 3.7, confirma-se que a matriz M1+1 e´ mais ela´stica e flex´ıvel do
que a matriz M50:50, uma vez que, para obter uma deformac¸a˜o semelhante, a matriz M1+1
precisa de menos de metade da tensa˜o aplicada a` matriz M50:50. Uma explicac¸a˜o para esta
diferenc¸a de comportamento entre as duas matrizes, esta´ no facto de a matriz M1+1 possuir
dois tipos de fibras diferentes. Pela tabela 3.7 e´ poss´ıvel extrapolar que fibras de gelatina
toleram pouca deformac¸a˜o, sofrendo ruptura mais cedo do que fibras de PCL.
De acordo com a literatura[15, 46], o mo´dulo de Young da pele esta´ compreendido entre
os 60 e os 80 MPa. Ja´ a tensa˜o ma´xima que este tecido suporta, esta´ compreendida entre os 17
e os 20 Mpa. Essa tensa˜o causa uma deformac¸a˜o entre 54 a 75% do seu comprimento inicial.
Perante estes valores, nenhuma das matrizes testadas encaixa neste perfil, uma vez que em
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todas, a tensa˜o a` ruptura suportada e´ inferior a` do o´rga˜o cujas leso˜es se pretende regenerar.
Ale´m disso, uma membrana mais fraca (com um baixo valor de tensa˜o de ruptura) pode na˜o
resistir ao manuseamento por parte do cirurgia˜o. Relativamente aos outros dois paraˆmetros,
apenas a matriz M1+1 cumpre os requisitos necessa´rios para um substituto de´rmico, a n´ıvel
das propriedades mecaˆnicas. Contudo, todos os ensaios de tracc¸a˜o foram efectuados em
matrizes reticuladas, na˜o hidratadas. Da literatura[45], sabe-se que, ao ser hidratada, a
gelatina reticulada sofre uma reduc¸a˜o dra´stica do seu mo´dulo de Young, revelando ainda
caracter´ısticas de flexibilidade e elasticidade semelhantes a`s da pele no seu estado normal.
Infelizmente, o equipamento dispon´ıvel na˜o permitiu o teste das propriedades mecaˆnicas das
matrizes hidratadas. Contudo, verificou-se que realmente, ao serem hidratadas, a maioria
das matrizes sofre um aumento nota´vel a n´ıvel da sua flexibilidade, elasticidade e capacidade
de adesa˜o a` pele. Assim, apenas com base nas propriedades mecaˆnicas das matrizes obtidas,
nenhuma delas pode para ja´ ser exclu´ıda da avaliac¸a˜o do seu potencial para actuar como um
substituto de´rmico.
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(a) M10:90 (b) M30:70
(c) M50:50 (d) M70:30
(e) M90:10 (f) M1+1
Figura 3.20: Gra´ficos de tensa˜o versus deformac¸a˜o das matrizes
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3.3.4 Aˆngulo de contacto
Da literatura [31][47], sabe-se que a modificac¸a˜o de fibras de PCL com gelatina, tende
a reduzir para zero o aˆngulo de contacto das matrizes. Como tal, o mesmo e´ esperado nas
matrizes produzidas neste trabalho. A u´nica matriz onde foi poss´ıvel obter um valor de
aˆngulo de contacto, foi na matriz M90:10, onde a gota, ao cair sobre a matriz, adquire uma
forma convexa, como e´ poss´ıvel ver na figura 3.21, e cujo aˆngulo de contacto medido foi de
(139 ± 3) graus. A proporc¸a˜o de gelatina nesta matriz e´ demasiado pequena para compensar
a hidrofobicidade do PCL. Nesta matriz, verifica-se ainda que a reticulac¸a˜o na˜o afecta o seu
aˆngulo de contacto, uma vez que das medic¸o˜es se obteve um valor de (140 ± 4) graus.
Ja´ nas restantes matrizes, independentemente de estarem reticuladas ou na˜o, assim
que a gota era colocada sobre a matriz, era absorvida praticamente de imediato (como se
pode observar no exemplo da matriz M10:90 na figura 3.22), indicando que para proporc¸o˜es
de gelatina de peixe acima de 30%, as matrizes sa˜o altamente hidrof´ılicas.
Nos ensaios in vivo, observou-se que as matrizes de PCL apresentam dificuldades na
adesa˜o a` lesa˜o, sendo necessa´rio suturar a matriz a` pele de modo a conseguir manteˆ-la no
local. Por outro lado, assim que as matrizes de gelatina sa˜o colocadas sobre a lesa˜o, estas
aderem de imediato, na˜o sendo necessa´rio recorrer a suturas nem agrafos para manter a
matriz no local desejado. A hidrofilicidade de uma matriz e´, assim, importante na criac¸a˜o de
um substituto de´rmico, uma vez que matrizes hidrof´ılicas demonstram uma maior capacidade
de adesa˜o a uma lesa˜o, do que matrizes hidrofo´bicas.
Figura 3.21: Gotas sobre matriz M90:10
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Figura 3.22: Gra´fico aˆngulo versus tempo para uma gota de a´gua colocada sobre a
matriz M10:90
3.3.5 FTIR-ATR
Figura 3.23: Espectro FTIR do PCL
Uma vez que estamos perante matrizes constitu´ıdas por dois pol´ımeros diferentes, e´
necessa´rio analisar individualmente cada pol´ımero, para posteriormente poder comparar as
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va´rias matrizes. Tendo em conta que e´ efectuado um tratamento de reticulac¸a˜o, posterior
a` electrofiac¸a˜o das matrizes, a ana´lise FTIR permite verificar se esse tratamento afecta a
estrutura da gelatina.
Tabela 3.8: Valores dos picos do espectro do PCL
Vibrac¸a˜o
Nu´mero de onda associado
Refereˆncias
(cm−1)
Estiramento assime´trico CH2 2949 [39, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54]
Estiramento sime´trico CH2 2865 [39, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54]
Estiramento C=O 1727 [39, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54]
Estiramento C-O e C-C
1293 [39, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54]
(fase cristalina PCL)
Estiramento assime´trico C-O-C 1240 [39, 48, 49, 50, 51, 52, 53]
Estiramento C-O e C-C
1157 [51, 52, 53, 54]
(fase amorfa PCL)
Na figura 3.23, e´ poss´ıvel observar o espectro obtido por FTIR do PCL. Na tabela
3.8, esta˜o listadas as vibrac¸o˜es t´ıpicas produzidas pelo estiramento das ligac¸o˜es atribu´ıdas ao
PCL, assim como o nu´mero de onda a que ocorrem. De modo a entender melhor as concluso˜es
retiradas sobre a estrutura deste pol´ımero, recomenda-se uma nova observac¸a˜o da figura 1.4.
No espectro do PCL sa˜o enta˜o vis´ıveis bandas associadas a este pol´ımero nos 2949 cm−1
(referente ao estiramento assime´trico de CH2) e nos 2865 cm−1, (referente ao estiramento
sime´trico de CH2). Destaca-se tambe´m o pico caracter´ıstico do PCL aos 1727 cm−1, relativo
ao estiramento da ligac¸a˜o C=O. Este pico revela a presenc¸a dos grupos carbonilo existentes
neste pol´ımero, associados a`s suas ligac¸o˜es e´ster [37], um facto u´til, uma vez que um dos
mecanismos de degradac¸a˜o do PCL, e´ por hidro´lise dessas mesmas ligac¸o˜es. A presenc¸a da
ligac¸a˜o C-O-C e´ confirmada atrave´s do pico aos 1240 cm−1, atribu´ıdo a` vibrac¸a˜o provocada
pelo seu estiramento assime´trico. A primeira etapa na degradac¸a˜o de um biopol´ımero ocorre
com a penetrac¸a˜o e difusa˜o das mole´culas de a´gua nas regio˜es amorfas do material [55]. O
pico aos 1157 cm−1 e´ atribu´ıdo ao estiramento das ligac¸o˜es C-O e C-C do pol´ımero em fase
amorfa. Ja´ o pico aos 1293 cm−1 revela essas mesmas ligac¸o˜es mas em fase cristalina, sendo
que relativamente ao representativo da fase amorfa, este pico e´ de menor intensidade.
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Figura 3.24: Espectro FTIR da gelatina e da gelatina reticulada
Tabela 3.9: Valores dos picos do espectro da gelatina
Vibrac¸a˜o Nu´mero de onda associado Refereˆncias
(cm−1)
Estiramento N-H 3300 [56, 57]
Estiramento C-H 3032 [49, 58]
Deformac¸a˜o angular N-H
1541 [37, 39, 48, 49, 56, 57, 58, 59]
e estiramento C-N
Estiramento C=O 1650 [37, 39, 48, 56, 57, 59]
Deformac¸a˜o angular N-H
1243 [48, 56, 58, 60]
Torc¸a˜o C-N/
Grupos funcionais CO-NH 620 [61, 62, 63]
Relativamente ao espectro da gelatina (figura 3.24), esta˜o listadas na tabela 3.9 as
bandas tipicamente associadas a prote´ınas. A gelatina e´ um composto proteico e como tal e´
composta por aminoa´cidos ligados entre si por ligac¸o˜es amida, que no FTIR geram bandas
de absorc¸a˜o caracter´ısticas. A banda na zona dos 3300 cm−1 corresponde ao estiramento da
ligac¸a˜o N-H e e´ designado por amida A. A banda nos 3032 cm−1 e´ referentes ao estiramento
de ligac¸o˜es C-H, sugerindo tambe´m, em conjunto com as outras bandas, a presenc¸a de grupos
amida. O pico aos 1650 cm−1 e´ designado por amida I e representa o estiramento da ligac¸a˜o
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C=O. Este pico e´ importante na ana´lise FTIR da gelatina, uma vez que e´ atribu´ıdo a estrutu-
ras proteicas secunda´rias (neste caso, uma estrutura secunda´ria com configurac¸a˜o alfa-he´lice,
como e´ o caso da gelatina)[48]. Os pico em 1541 cm−1, referente a` deformac¸a˜o angular das
ligac¸o˜es N-H e estiramento da ligac¸a˜o C-N, e´ designado de amida II, enquanto que o pico
a 1243 cm−1 e´ atribu´ıdo a` deformac¸a˜o angular dos grupos N-H, e e´ designado por amida
III. A amida III revela a estrutura em tripla he´lice da gelatina, uma estrutura semelhante a`
da principal prote´ına estrutural encontrada na ECM, o colage´nio. Este tipo de estrutura e´
extremamente favora´vel a` adesa˜o e proliferac¸a˜o celular[58]. Finalmente, a banda vis´ıvel aos
620 cm−1 designa-se por amida V, e corresponde a` torc¸a˜o de ligac¸o˜es C-N e a` presenc¸a de
grupos funcionais CO-NH, sendo consistente com a presenc¸a das cadeias pept´ıdicas principais
(protein backbone) da gelatina.
Figura 3.25: Espectro FTIR de todas as matrizes
Na figura 3.24 esta´ tambe´m inclu´ıdo o espectro da gelatina reticulada. Ambos os
espectros nesta figura sa˜o ideˆnticos e conteˆm as mesmas bandas caracter´ısticas. O espectro
da gelatina reticulada continua a apresentar o pico designado por amida III (1243 cm−1),
podendo-se assim concluir que o processo de reticulac¸a˜o na˜o provoca alterac¸o˜es na estru-
tura qu´ımica da gelatina, pelo menos, alterac¸o˜es que influenciem negativamente a adesa˜o e
proliferac¸a˜o celular nas matrizes.
Uma vez analisados ambos os pol´ımeros em separado, e conclu´ıdo que a reticulac¸a˜o
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na˜o influencia negativamente a estrutura qu´ımica das matrizes, e´ agora poss´ıvel partir para
a ana´lise dos espectros FTIR obtidos para as mesmas (figura 3.25).
Comec¸ando pelo espectro da matriz M90:10, verifica-se que este e´ muito semelhante
ao do PCL puro, sendo vis´ıvel a forte presenc¸a dos picos caracter´ısticos em 2949 cm−1, 2865
cm−1, 1727 cm−1 e 1157 cm−1. Neste espectro e´ ja´ poss´ıvel observar uma pequena banda
em 1650 cm−1 referente a` amida I. Analisando os restantes espectros, verifica-se que um
aumento na proporc¸a˜o de gelatina nas matrizes, provoca uma diminuic¸a˜o na intensidade
dos picos caracter´ısticos do PCL. Como seria de esperar, esse aumento de proporc¸a˜o causa
tambe´m um incremento na intensidade dos picos associados a` gelatina, como e´ o caso das
amidas A (3300 cm−1), I (1650 cm−1) e II (1541 cm−1).
Figura 3.26: Espectro FTIR da matriz M50:50 e da matriz M1+1
Relativamente a` matriz M1+1 (figura 3.26), seria de esperar um espectro ideˆntico ao da
matriz M50:50, uma vez que a proporc¸a˜o de pol´ımero em ambas as matrizes e´ igual. Contudo,
verifica-se que os picos caracter´ısticos do PCL em M1+1 sa˜o ligeiramente menos intensos que
os de M50:50. Uma explicac¸a˜o para essa ocorreˆncia, passa pelo facto da zona analisada pelo
mo´dulo ATR ser extremamente pequena. Na matriz M1+1, ambos os pol´ımeros sa˜o fiados
ao mesmo tempo, tornando-se imposs´ıvel de controlar onde esta´ a ser depositado cada tipo
de fibra a cada instante. Como tal, e´ poss´ıvel que a zona analisada seja uma zona espec´ıfica
da amostra onde tenham sido depositadas mais fibras de gelatina do que de PCL.
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4
Concluso˜es e perspectivas
O tema da presente dissertac¸a˜o, Produc¸a˜o e caracterizac¸a˜o de uma matriz de´rmica a`
base de nanofibras de gelatina e policaprolactona, encontra-se inserido nas a´reas dos Bioma-
teriais e da Engenharia de Tecidos e teve como principal objectivo a produc¸a˜o de uma matriz
porosa, biocompat´ıvel e biodegrada´vel, que se destina a actuar como a componente de´rmica
de um substituto de pele.
Neste trabalho recorreu-se a` te´cnica de electrofiac¸a˜o e a` combinac¸a˜o de dois pol´ımeros,
a policaprolactona e a gelatina de peixe de a´gua fria, de modo a obter um substituto de´rmico
de forma relativamente simples e de baixo custo.Foram produzidas seis matrizes diferentes:
uma delas e´ composta por dois tipos de nanofibras de pol´ımeros diferentes, enquanto que
nas restantes cinco, as nanofibras das matrizes sa˜o constitu´ıdas pelos dois pol´ımeros mistu-
rados em quantidades varia´veis. Apo´s a fiac¸a˜o, as matrizes sa˜o submetidas a um processo de
reticulac¸a˜o de modo a diminuir a sua taxa de degradac¸a˜o e melhorar o desempenho termo-
dinaˆmico das mesmas.
Uma vez que as matrizes sa˜o obtidas a partir de soluc¸o˜es polime´ricas, as propriedades
dessas soluc¸o˜es foram analisadas, verificando-se que a sua condutividade aumenta proporcio-
nalmente a` quantidade de gelatina, enquanto que a tensa˜o superficial se mante´m inalterada.
O estudo do comportamento reolo´gico destas soluc¸o˜es revelou que a viscosidade aumenta com
a concentrac¸a˜o de PCL. Estas soluc¸o˜es na˜o apresentaram dificuldades na sua fiac¸a˜o.
61
CAPI´TULO 4. CONCLUSO˜ES E PERSPECTIVAS
A ana´lise morfolo´gica das matrizes obtidas revela fibras sem defeitos, cujo diaˆmetro na
maioria das matrizes na˜o sofre alterac¸o˜es significativas apo´s o processo de reticulac¸a˜o, dando
origem a matrizes com porosidades compreendidas entre os 55 e os 89%, valores semelhantes
aos aconselhados na literatura para uma matriz de´rmica. Contudo, a morfologia destas apo´s
o processo de lavagem a que foram sujeitas, revelou um certo grau de fusa˜o das nanofibras,
especialmente na matriz com maior proporc¸a˜o de gelatina.
Os ensaios de tracc¸a˜o realizados permitiram observar que, no geral, o aumento da
quantidade de gelatina nas matrizes provoca uma diminuic¸a˜o das suas propriedades mecaˆnicas,
verificando-se ainda que a matriz com iguais quantidades de pol´ımero em fibras separadas,
apresenta melhores propriedades mecaˆnicas do que a sua homo´loga com a mesma porc¸a˜o de
pol´ımeros, mas apenas um tipo de fibra.
Destes ensaios, conclui-se que nenhuma das matrizes apresenta propriedades mecaˆnicas
equipara´veis a`s da pele. Contudo, estes testes foram efectuados em matrizes desidratadas,
tendo-se verificado que assim que sa˜o hidratadas, as matrizes no geral revelam um aumento
dra´stico de elasticidade e flexibilidade, fazendo prever que neste caso, as suas propriedades
mecaˆnicas ja´ ira˜o ao encontro das da pele. A quantificac¸a˜o destas alterac¸o˜es requer a rea-
lizac¸a˜o de testes mecaˆnicos com um aparelho que permita manter as amostras hidratadas.
As medic¸o˜es referentes a` hidrofilicidade das matrizes revelaram que apenas uma delas,
a matriz M90:10 oferece resisteˆncia a` penetrac¸a˜o de a´gua no seu interior. Todas as restantes,
revelaram uma excelente hidrofilicidade, caracter´ıstica u´til nestas matrizes, uma vez que in-
dicam potencial para uma boa adesa˜o a` pele.
Com a ana´lise FTIR, foi confirmada a presenc¸a de ambos os pol´ımeros em todas as ma-
trizes produzidas, verificando-se ainda que o processo de reticulac¸a˜o na˜o provoca alterac¸o˜es,
a n´ıvel da sua composic¸a˜o qu´ımica, capazes de influenciar negativamente a posterior adesa˜o
e proliferac¸a˜o celular.
Finda a caracterizac¸a˜o das matrizes e com base nos resultados obtidos, na˜o se pode
excluir nenhuma delas como potencial candidata a` componente de´rmica de um substituto de
pele.
Contudo, as matrizes com maior quantidade de gelatina e com maior quantidade de
PCL, suscitam algumas du´vidas. A primeira, porque a elevada fusa˜o de fibras apo´s a lavagem
faz prever que a sua taxa de degradac¸a˜o talvez seja demasiado ra´pida para a aplicac¸a˜o a que
se destina. A segunda, porque apesar de flex´ıvel e ela´stica, apresenta uma hidrofobicidade
que talvez seja incompat´ıvel com a sua posterior adesa˜o a` zona da pele que se pretenda re-
generar.
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De forma a completar este trabalho, e ficar mais perto de descobrir quais destas ma-
trizes possuem as qualidades necessa´rias para a sua integrac¸a˜o no substituto de pele, seria
necessa´rio submete-las a testes de citoxicidade e/ou testes de adesa˜o e proliferac¸a˜o celular.
Como valorizac¸a˜o deste trabalho, esta´ prevista a curto prazo a realizac¸a˜o desses mesmos
testes. Uma vez obtidos os resultados, sera´ enta˜o poss´ıvel aferir com mais certeza sobre a
capacidade de regenerac¸a˜o da derme assistida por estas matrizes.
Terminada a caracterizac¸a˜o a n´ıvel laboratorial, o passo seguinte na avaliac¸a˜o das
matrizes seria a realizac¸a˜o de ensaios in vivo. Nestes ensaios existiria a possibilidade de testar
a resisteˆncia das matrizes ao manuseamento por parte do cirurgia˜o, assim como avaliar a sua
adesa˜o a` ferida. Macroscopicamente, seria poss´ıvel avaliar o tempo de degradac¸a˜o/reabsorc¸a˜o
das matrizes e verificar se evitam a contracc¸a˜o da ferida. A ana´lise histolo´gica permitiria
avaliar a regenerac¸a˜o da derme promovida pelas matrizes a n´ıvel da formac¸a˜o de novo tecido,
da sua vascularizac¸a˜o e da reacc¸a˜o inflamato´ria gerada pela sua presenc¸a.
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Apeˆndice - Acompanhamento dos ensaios in vivo
Uma matriz que seja produzida com o objectivo de estimular a regenerac¸a˜o de um
determinado o´rga˜o ou tecido, necessita de ter as suas caracter´ısticas f´ısicas, qu´ımicas e bi-
oqu´ımicas testadas a n´ıvel laboratorial, de modo a ser avaliado o seu potencial na promoc¸a˜o
da regenerac¸a˜o. Uma vez terminado esse processo, a fase seguinte da avaliac¸a˜o dessa matriz
e´ a sua implantac¸a˜o invivo. Nesta etapa, e´ dada aos investigadores a oportunidade de vali-
darem os resultados obtidos em laborato´rio.
Os ensaios in vivo tiveram lugar no biote´rio da Faculdade de Medicina da Universidade
Nova de Lisboa, sob a supervisa˜o da Doutora Maria Ange´lica Roberto. Nestes ensaios, as
cobaias utilizadas foram ratos Wistar.
Preparac¸a˜o das matrizes
As matrizes foram produzidas pela Mestre Susana Gomes e, durante o meu acompanha-
mento dos ensaios, foram implantados treˆs tipos diferentes de matrizes, feitas a partir de
treˆs pol´ımeros distintos, respectivamente: a policaprolactona (PCL), a gelatina de peixe de
a´gua fria e o quitosano. A produc¸a˜o destas matrizes foi feita recorrendo a` te´cnica de electro-
fiac¸a˜o. As matrizes, com uma espessura de cerca de 200µm, foram cortadas em quadrados
de 2cm×2cm e colocadas numa placa de poc¸os, de um dia para o outro, com 4 ml de uma
soluc¸a˜o etanol a 70%, de modo a proceder a` sua desinfecc¸a˜o. Uma vez que esta dissertac¸a˜o
incidiu apenas sobre o PCL e a gelatina, doravante a descric¸a˜o dos ensaios sera´ apenas das
matrizes feitas a partir destes dois pol´ımeros.
Colocac¸a˜o das matrizes
Ja´ no biote´rio, e previamente a` implantac¸a˜o de cada matriz, o rato Wistar e´ anestesiado
com uma mistura de ketamina:diazepam, na proporc¸a˜o de 2:1. Enquanto se espera pelo
efeito da anestesia, os animais sa˜o sujeitos a uma tricotomia (remoc¸a˜o do peˆlo) na zona a ser
implantada, sendo essa zona de seguida pulverizada com um anti-se´ptico em spray.
Uma vez sob o efeito da anestesia e recorrendo a um bisturi, e´ retirado do rato um
retalho de pele com a dimensa˜o da matriz (2cm×2cm). A remoc¸a˜o do retalho e´ feita de modo
a que este contenha a epiderme e a derme, por forma a simular uma queimadura ou ferida
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com destruic¸a˜o significativa dos tecidos. Apo´s a remoc¸a˜o, a pele a` volta da ferida e´ suturada
ao plano profundo. Este processo tem como objectivo retardar a contracc¸a˜o da ferida, que e´
um processo extremamente eficaz de resoluc¸a˜o de feridas em roedores e dificulta a ana´lise do
papel desempenhado pela matriz.
A matriz e´ enta˜o colocada no local de onde foi retirado o retalho. No caso das matrizes
de gelatina, a adesa˜o a` ferida foi imediata (figura 1(b)), como tal na˜o foi necessa´rio sutura´-la,
sendo simplesmente coberta com gaze esterilizada. As matrizes de PCL na˜o aderiram a` ferida
da mesma maneira, como tal, as suas extremidades foram suturadas ao plano profundo de
modo a manteˆ-la no local desejado (figura 1(a)), sendo tambe´m coberta com gaze. Em ambos
os tipos de matrizes, essa gaze e´ agrafada a` pele de maneira a evitar o contacto da ferida com
os detritos existentes na gaiola, onde o roedor e´ guardado.
Aliado a cada matriz, e´ tambe´m feito um controlo. O controlo consiste numa zona onde
e´ tambe´m removido um retalho de pele sendo as extremidades da ferida resultante tambe´m
suturadas ao plano profundo. Contudo, em vez de ser colocada uma matriz, e´ simplesmente
colocada gaze esterilizada embebida em vaselina, que por sua vez e´ agrafada a` pele. Este
controlo tem como objectivo comparar a evoluc¸a˜o da regenerac¸a˜o da pele com e sem matriz.
(a) PCL (b) Gelatina
Figura 1: Matrizes apo´s a sua aplicac¸a˜o in vivo
Remoc¸a˜o das matrizes
Cada tipo de matriz e´ implantado em triplicado, com vista a serem removidas para ana´lise
histolo´gica em treˆs tempos diferentes, ao fim de 7, 14 e 28 dias. Apo´s essa remoc¸a˜o, as
bio´psias sa˜o conservadas em folmalde´ıdo ate´ serem realizadas ana´lises histolo´gicas. Os con-
trolos tambe´m sa˜o sujeitos a este processo.
Devido ao seu tamanho, cada roedor apennas pode ser sujeito a dois implantes, ambos
na zona lombar. Na remoc¸a˜o da zona onde foi feito o primeiro implante, a ferida resultante
e´ suturada e a regenerac¸a˜o da pele na zona do segundo implante e´ estudada ate´ ao tempo
seguinte de remoc¸a˜o. Os animais em estudo na˜o podem ser posteriormente usados em mais
ensaios. Logo, aquando da remoc¸a˜o da zona do segundo implante, o rato e´ previamente
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eutanasiado (por asfixia numa atmosfera saturada com dio´xido de carbono), pelo que ja´ na˜o
e´ necessa´ria anestesia, nem a sutura final da ferida. Apo´s essa remoc¸a˜o, o animal e´ catalogado
e posteriormente incinerado.
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